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Znanstveniki že leta preučujejo prisotnost in vplive ostankov zdravil v vodnem okolju. 
O pojavljanju farmacevtskih produktov v površinskih vodah in vodnih izplakah so 
začeli poročati že v sedemdesetih letih prejšnjega stoletja (Tabak in Brunch, 1970; 
Garrison in sod. 1976; Hignite in Aznaroff, 1977; Richardson in Bowron, 1985; Aherne 
in sod., 1990). Danes so farmacevtski produkti prisotni vsepovsod in mnogi ekosistemi 
so onesnaženi z njimi: hidrosfera (površinske vode (Heath in sod., 2010), podzemne 
vode (Loos in sod., 2010), pitna voda (Gibs in sod., 2007)), geosfera (Silva in sod., 
2011; Yang in sod., 2011) in biosfera (Lajeunesse in sod., 2011). 
 
Ena izmed bolj zaskrbljujočih skupin zdravil, ki je bila dolgo časa spregledana in šele v 
zadnjih letih dobiva več pozornosti, so citostatiki (Kosjek in Heath, 2011). Večina 
deluje genotoksično, mutageno in/ali teratogeno in spada med najnevarnejše kemikalije.  
Citostatiki so protirakava zdravila, ki se uporabljajo v kemoterapiji pacientov z 
rakavimi obolenji. Večina deluje na hitro deleče se rakave celice tako, da poškodujejo 
DNA, inhibirajo sintezo DNA in motijo celični cikel. S tem zavirajo rast celic rakavega 
tkiva in zaustavijo njihovo delitev ter delitev drugih hitro rastočih celic, kar vodi v 
celično smrt (apoptozo) (Kovalova, 2009; Besse in sod., 2012; Caley in Jones, 2012). 
Rak je bolezen nekontrolirane delitve telesu lastnih celic in razširjanja teh malignih 
oblik znotraj telesa pacienta. Kemoterapija je skupaj s kirurško odstranitvijo in 
obsevanjem ena izmed treh glavnih postopkov pri zdravljenju raka (Kavalova, 2009). Z 
naraščanjem prisotnosti nekaterih tipov raka (US National Institute of Health, 
www.cancer.gov) je zdravljenje s kemoterapijo in s tem uporaba citostatikov v 
medicinske namene v porastu (Suhail in sod., 2012). Vendar citotstatiki ne delujejo 
selektivno le na rakave celice, ampak tudi na normalne telesne celice, kar je tudi razlog 
njihovih številnih neželenih učinkov pri pacientih. Citostatiki, ki jih pacienti zaužijejo 
bodisi intravenozno ali oralno (Allwood in sod., 2002), se izločajo z urinom in fecesom 
bolnikov ter se predvsem z bolnišničnimi odpadnimi vodami, v primarni obliki ali kot 
metaboliti, znajdejo v okolju (Kovalova, 2009). Čeprav se bolnišnične odplake 
razredčijo, preden pridejo do komunalnih čistilnih naprav (Giuliani in sod., 1996) in so 
citostatiki v okolju prisotni v mnogo nižjih koncentracijah kot druga zdravila, so zaradi 
njihovega specifičnega načina delovanja in zaradi dejstva, da citostatiki delujejo pri zelo 
nizkih koncentracijah, ogroženi praktično vsi eukariontski organizmi (Johnson in sod., 
2008; Kovalova, 2009; Parrella in sod., 2014a). Tako ostanki citostatikov predstavljajo 
nova onesnažila v vodnem okolju, njihov morebiten vpliv na ljudi in divje živali pa v 
zadnjem času dobiva vedno večjo pozornost. Zaradi genotoksičnega delovanja 
citostatikov lahko že pri nizkih ne citotoksičnih koncentracijah pride do zakasnjenega 
nastanka poškodb DNA, kar lahko posledično vodi do razvoja raka ali drugih kroničnih, 
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reproduktivnih in dednih bolezni pri ljudeh in drugih netarčnih organizmih (Kovács in 
sod., 2015). 
 
V zadnjem času se je povečalo število raziskav, ki proučujejo škodljivo delovanje 
citostatikov in njihovo pojavljanje v okolju, k čemur je veliko prispeval razvoj 
natančnih analitskih metod, ki omogočajo zaznavanje teh snovi v ng/L ali celo nižjih 
koncentracijah (Kovalova in sod., 2009; Mompelat in sod., 2009; Kosjek in sod., 2013; 
Negreira in sod., 2013,2014a; Česen in sod., 2015; Kovács in sod., 2015). 
1.1 NAMEN DELA 
 
Namen magistrske naloge je bil raziskati citotoksično in genotoksično delovanje štirih 
citostatikov (5-fluorouracil,  cisplatin, ciklofosfamid in ifosfamid) na in vitro modelu 
jetrnih celic rib cebric (Danio rerio)-ZFL. Proučevani citostatiki so eni izmed 
najpogosteje uporabljenih citostatikov za zdravljenja raka. Poleg tega nas je zanimalo 
citotoksično in genotoksično delovanje posameznih citostatikov ter njihove mešanice na 
ZFL celice pri nizkih, za okolje značilnih, koncentracijah. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Predvidevamo, da bodo proučevani citostatiki pri višjih koncentracijah: 
1. vplivali na živost celic ZFL; 
2. povzročali verižne prelome DNA in da bodo vplivali na genomsko stabilnost 
celic ZFL. 
 
Predvidevamo, da nizke, za okolje značilne, koncentracije posameznih proučevanih 
citostatikov  
3. ne bodo vplivale na živost celic ZFL; 
4. ne bodo povzročile poškodb DNA in da ne bodo vplivale na genomsko 
stabilnost celic ZFL. 
 
Predvidevamo, da kompleksna mešanica proučevanih citostatikov pri nizkih, za okolje 
značilnih, koncentracijah 
5. ne bo vplivala na živost celic ZFL; 
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2 PREGLED OBJAV 
 
Farmacevtsko aktivne spojine so kompleksne molekule z različnimi funkcijami, 
fizikalno-kemičnimi in biološkimi lastnostmi, ki so bile razvite in jih uporabljamo 
zaradi njihovih bolj ali manj specifičnih bioloških aktivnosti. Zdravila najpogosteje 
razvrščamo glede na njihov terapevtski namen (npr. antibiotiki, analgetiki, 
antineoplastiki, protivnetna zdravila, antihistaminiki itd.), splošno sprejet Anatomsko-
terapevtsko-kemični (ATC) klasifikacijski sistem pa jih uvršča glede na anatomsko 
strukturo, ki je tarča delovanja zdravila, terapevtsko uporabo in kemične lastnosti 
(Kümmerer, 2004). 
 
V Evropi se v medicini in veterini uporablja okrog 4000 različnih farmakološko 
aktivnih spojin, ki lahko na koncu v nespremenjeni ali spremenjeni (metabolni in 
transformacijski produkti) obliki pristanejo v okolju (Mompelat in sod., 2009). Leta 
2001 je bilo v Nemčiji registriranih približno 50 000 različnih zdravil, od katerih jih je 
2700 predstavljalo 90 % porabe in vsebujejo približno 900 različnih aktivnih spojin 
(Kümmerer, 2001). Okvirna ocena porabe aktivnih spojin v svetovnem merilu je bila 
leta 2004 približno 100 000 ton na leto (Kümmerer, 2004). Seveda pa poraba variira 
med posameznimi državam; v širšem pogledu je Severna Amerika (Kanada, ZDA in 
Mehika) pred EU v porabi zdravil (Robinson in sod., 2007). Zaradi naraščanja in 
staranja populacije ter posledično potreb po zdravilih poraba le-teh neprestano narašča. 
Kot primer hitre porasti porabe zdravil je zanimivo izpostaviti skupino protirakavih 
zdravil, katerih poraba se letno poviša za skoraj 10 % (Department of health, 2004; 
Health Canada, 2004; Summerhayes, 2003). Poraba protirakavih zdravil v Franciji se je 
s 13 ton leta 2004 do leta 2008 dvignila na 17,5 ton (AFSSAPS, 2006 2009 cit. po 
Besse in sod., 2012). Za najpogostejša zdravila znaša letna poraba v Evropi več sto ton 
(Fent in sod., 2006), medtem ko se na primer antibiotikov zaradi njihove široke uporabe 
v kmetijstvu (vzreja živali in akvakultura) ter medicini v Evropi porabi tudi več tisoč 
ton na leto (Goossens in sod., 2005; Kemper, 2008), v ZDA pa kar 23,000 ton (Ternes 
and Joss, 2006). 
 
Ostanki zdravil so v okolju prisotni od njihove prve uporabe, vendar se je zanimanje za 
njihov vpliv na okolje pojavilo šele ob koncu devetdesetih let (Kosjek in Heath, 2011). 
Danes v literaturi najdemo mnogo raziskav o pojavljanju zdravil in njihovih stranskih 
produktov v okolju (Miège in sod., 2009) ter njihovem toksičnem delovanju, a so te 
večinoma omejene na določene terapevtske skupine. Posebno pozornost pri raziskavah 
imajo antibiotiki, hormoni in protivnetna zdravila (Fent in sod., 2006; Kümmerer, 
2009). 
 
Večina študij je omejena na starševske spojine, medtem ko je še vedno malo znano o 
pojavnosti in usodi stranskih produktov zdravil  (Loffler in sod., 2005). Stranski 
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produkti vključujejo metabolite, ki se iz telesa izločijo preko urina ali fecesa, ter 
transformacijske produkte, ki se lahko pod vplivom fizikalno-kemičnih in bioloških 
faktorjev tvorijo v okolju iz starševskih spojin in/ali metabolitov. Mnogokrat težko 
razlikujemo med metaboliti in transformacijskimi produkti, saj so reakcije človeškega 
metabolizma in reakcije biodegradacije v okolju oziroma v čistilnih napravah lahko zelo 
podobne. Nekateri stranski produkti pa so lahko celo oboje hkrati; metabolit ene spojine 
in po drugi strani transformacijski produkt neke druge spojine (Zühlke in sod., 2007). 
 
Stranski produkti, ki nastanejo, so lahko manj ali bolj toksični (Hales, 1982; Winckler 
in sod., 1984; Zheng in sod., 2007; Zounkova in sod., 2010; Wu in sod., 2009; Ng in 
sod., 2010; Schirmer, 2011; Česen in sod., 2016a) od starševske spojine, poleg tega pa 
so nekateri metaboliti v okolju bolj obstojni in jih zato najdemo v veliko višjih 
koncentracijah kot starševske spojine (Kasprzyk-Hordern in sod., 2008)..Odstranitev 
oziroma odsotnost starševskega onesnažila zato ne pomeni nujno zmanjšanje 
toksičnosti. Mnoga zdravila namreč lahko povzročajo akutne in kronične učinke na 
ekosisteme, živali in ljudi. 
 
Prav zaradi tega sta zelo pomembni vprašanji o usodi zdravil in njihovih stranskih 
produktih v okolju ter njihovem vplivu na okolje. A na tovrstne probleme skupnost 
največkrat odreagira, ko je že opazna znatna škoda v okolju. Tako je bilo na primer z 
organokloridnimi pesticidi pri pticah, pojavom maskularizacije samic pri nekaterih 
lupinarjih zaradi TBT (tributyltin), hermafroditizma, pri ribah in aligatorjih zaradi 
endokrinih motilcev in posledicah pesticidov na okončinah dvoživk (Santillo in sod., 
2001; Sumpter in Johnson, 2005; Gee, 2009; Yohannes in sod., 2014). Pri oceni 
tveganja za zdravje ljudi in okolja za pojavljanje določenega zdravila v okolju je tako 
poleg starševske oblike zdravila potrebno upoštevati tudi učinke stranskih produktov 
(metabolitov in transformacijskih produktov). 
 
Stockholm County Council  je leta 2010 objavil preprost klasifikacijski sistem, ki 
razvršča zdravila glede na nevarnost za okolje ob upoštevanju njihove obstojnosti, 
bioakumulacije in toksičnosti (PBT indeks; persistence, bioaccomulation, toxicity). 
Večji kot je indeks PBT, večjo nevarnost dotično zdravilo predstavlja za okolje. Med 
zdravila z najvišjim indeksom spadajo poleg zdravil proti glivam, zdravil za živčni 
sistem in anti-infektivna sredstva tudi nekatera zdravila za raka. Klasifikacija temelji na 
tveganju, ki je predpostavljeno glede na razmerje med predvidenimi okoljskimi 
koncentracijami (PEC; iz ang. predicted environmental concentration) spojin in 
najvišjimi koncentracijami teh spojin, ki nimajo škodljivih vplivov na okolje (PNEC; 
ang. predictive no effect concentration). Za večino zdravil tveganje akutne toksičnosti 
za okolje ni znatno, a to ne velja za nekatere razrede, kot so npr. protirakava zdravila 
(Agerstrand in sod., 2009).  
 
Modic B.  Vpliv kombiniranega delovanja citostatikov na živost celic ZFL in nastanek poškodb DNA.                    
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta. Študij strukturne in funkcionalne biologije, 2017 
5 
 
Evropska agencija za zdravila (ang. EMA; European Medicines Agency), ki je bila 
ustanovljena leta 1995, je leta 2006 izdala navodila za oceno tveganja za okolje za 
zdravila za ljudi (EMEA, 2006).  V skladu s temi navodili je potrebno izdelati oceno 
tveganja za okolje za zdravila, katerih predvidene okoljske koncentracije (PEC-
predicted environmental concentration) so večje od 10 ng/L.  
2.1 CITOSTATIKI IN RAK 
2.1.1 Rak 
 
Rak je izraz za skupino bolezni z abnormalno rastjo celic in potencialom invazije 
oziroma širjenja rakastih celic v druge dele telesa (metastaziranje, malignost) (Barlov in 
Malkin, 2001). Obstaja več kot 100 tipov raka (https://www.cancer.gov/types). Rakasta 
obolenja imajo resne posledice na zdravje in so drugi najpogostejši vzrok smrti na 
svetu. Letno na svetovni ravni beležimo približno 14,1 milijona na novo odkritih 
primerov te bolezni in kar 8,2 milijonov z rakom povezanih smrti, katerih število naj bi 
do leta 2030 naraslo na 13,1 milijona (IARC, 2013). Največ ljudi umre za rakom pljuč, 
jeter, želodca, kolorektalnim rakom, rakom na dojkah in rakom na požiralniku (World 
Cancer Report, 2014). 
 
Rak je rezultat postopnega kopičenja genetskih mutacij v večstopenjskem procesu 
izrazitih molekulskih in celičnih sprememb, ki mutirani celici dajo selektivno prednost 
v rasti. Pridobljene genetske spremembe (mutacije genov DNA popravljalnih 
mehanizmov, genov za rast in/ali genov, ki vodijo v celično smrt) lahko povzročijo 
nastanek raka z aktivacijo protoonkogenov in/ali inaktivacijo tumor zaviralnih genov, 
kar spodbuja celično delitev, saj so normalno prisotne kontrolne točke celičnega cikla 
izgubljene. Celice postanejo tudi neobčutljive na signale inhibicije rasti in se izogibajo 
celični smrti (Caley in Jones, 2012; Tannock in sod., 2013). 
 
Fenotipično malignost definira 6 poglavitnih sprememb v fiziologiji celice: (1) 
samozadostnost glede rastnih signalov, (2) neodzivnost na signale inhibicije rasti, (3) 
izmikanje programirani celični smrti (apoptozi), (4) neomejen podvojevalni potencial, 
(5) angiogeneza (razvoj žilja v tumorju), (6) invazivnost za tkiva in metastaziranje 
(Phillips in Arlt, 2009; Tannock in sod., 2013). 
 
 
Slika 1: Faze nastanka raka (karcinogeneze): iniciacija, promocija, napredovanje in metastaziranje 
(prirejeno po Siddique sod., 2015). 
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Karcinogenezo sestavljajo 4 faze preobrazbe normalne celice v predrakavo celico in 
naprej do malignega tumorja: inicijacija, promocija, napredovanje in metastaziranje 
(Slika 1). Prva faza, ki se imenuje iniciacija, vključuje interakcijo mutagena z DNA in 
nastanek poškodbe, ki v primeru, da jo DNA popravljalni mehanizmi ne popravijo pred 
naslednjo celično delitvijo, vodi v napačno podvojeno DNA in nastanek mutacije v 
genomu celice (Tannock in sod., 2013). Mutacije se v DNA lahko pojavijo spontano ali 
kot rezultat fizičnega (npr. UV in ionizirajoče sevanje), kemijskega (kemijski agenski, 
kot npr. azbest, komponente tobačnega dima, citostatiki itd.) ali biološkega (npr. 
infekcija z določenimi virusi, bakterijami ali paraziti) delovanja sredstev endogenega ali 
eksogenega izvora (Tannock in sod., 2013). Genetske spremembe v celici se lahko 
kažejo kot motnje v biokemijskih signalizacijskih poteh, povezanih s celično delitvijo, 
preživetjem in diferenciacijo. Na potek procesa iniciacije vpliva mnogo faktorjev, 
vključno s stopnjo in tipom karcinogenega metabolizma in odgovorom oziroma 
delovanjem DNA popravljalnih mehanizmov (Siddiqui in sod., 2015). Čeprav je 
iniciacijska sprememba nepovratna, ta ne vodi vedno v nastanek tumorja, saj gredo 
mnoge mutirane celice v programirano celično smrt (apoptozo). Za nadaljevanje poti 
mutirane celice v avtonomno (rakavo) rast so potrebni signali, ki spodbujajo 
razmnoževanje te celice (Tannock in sod., 2013). 
 
Faza promocije je faza klonskega podvojevanja mutirane celice oziroma kopčenje 
predrakavih celic, ki je posledica spremenjenega izražanja genov, ki dajejo celici 
selektivno prednost pri razmnoževanju. Delovanje tumor-spodbujevalnih genov ni 
genotoksično, temveč (direktno ali indirektno) spodbuja celice, da se delijo, ne pa 
končne diferenciacije in smrti, kar vodi v preživetje in namnoževanje predrakavih celic 
in oblikovanja benigne tvorbe (kot npr. papilom, polip, nodul). Mnoge od teh benignih 
tvorb se lahko spontano zmanjšajo, medtem ko nekaj celic pridobi dodatne mutacije, ki 
jim omogočajo napredovanje v maligno novotvorbo (Tannock in sod., 2013). 
 
Tretja faza je progresija, faza prehoda iz predrakave poškodbe v razvoj invazivnega 
raka. To je zadnja faza rakave pretvorbe, v kateri se pojavijo tako genotipske, kot 
fenotipske spremembe ter namnoževanje celic in vaskularizacija oziroma ožiljenje 
tumorja (sproščanje angiogenih dejavnkov). Sledne povzroči hitro večanje velikosti 
tumorja, v katerem so celice podvržene nadaljnjim mutacijam, postanejo invazivne z 
metastatičnim potencialom (Siddiqui in sod., 2015). 
 
Četrta, metastazna faza, vključuje potovanje rakavih celic iz primarnega tumorja preko 
krvnega ali limfnega ožilja v druge dele telesa (Siddiqui in sod., 2015). Z izjemo 
pacientov z rakom zarodnih celic so pacienti diagnosticirani z metastatsko obliko 
čvrstega tumorja smatrani za neozdravljive (Caley in Jones, 2012). 
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Genotoksične spojine, med katere spada tudi večina protirakavih zdravil oziroma 
citostatikov, ki se sicer uporabljajo v zdravljenju rakavih obolenj, lahko poškodujejo 
DNA in kromosome vseh izpostavljenih celic, ne samo tarčnih, rakavih. Taka genetska 
sprememba v somatskih celicah eukariontskih organizmov lahko vodi v malignost, 
medtem ko genetske spremembe v spolnih celicah lahko vplivajo na reprodukcijo ali 
izzovejo dedno mutacijo ter se prenašajo na prihodnje generacije (Phillips in Arlt, 
2009). 
2.1.2 Protirakava zdravila 
 
Danes je na evropskem trgu na voljo več kot 100 zdravil za zdravljenje rakavih obolenj 
(Kümmerer in sod., 2014) z regionalno porabo od < 1 do več 10 kg/leto (Booker in sod., 
2014). Za nekatera protirakava zdravila kot sta ifosfamid in ciklofosfamid, ki se pogosto 
uporabljajo v terapijah, je bila ocena porabe v Nemčiji celo 200–400 kg/leto 
(Kümmerer, 2001). Ocenjeno je, da se v različnih bolnišnicah uporabi povprečno do 5 
kg/leto posameznega protirakavega zdravila (Kümmerer, 2001), njihova uporaba pa iz 
leta v leto narašča zaradi zgodnejše diagnoze in večje pojavnosti nekaterih tipov raka 
(US National Institute of Health, www.cancer.gov; Ribes in sod., 2008; Stewart in 
Wild, 2014), k čemur prispeva tudi staranje prebivalstva (Quinn in sod., 2001; Helath 
Canada, 2004). 
Eden izmed faktorjev povečane porabe protirakavih zdravil je široka paleta zdravil, ki 
so na voljo, in uporaba kombinacije večih zdravil v kemoterapiji (Allwood in sod., 
2002; Shi in sod., 2012). Poleg tega se uporablja vedno višje in zato učinkovitejše 
odmerke, saj je medicinska znanost sposobna vedno bolje obvladati stranske učinke teh 
zdravil (Mughal, 1994; Catimel in Droz, 1995; Stiakaki in sod., 1999; Mundy in sod., 
2003; Suhail in sod., 2012). 
 
Protirakava zdravila so spojine, ustvarjene za ubijanje rakavih celic, in spadajo v 
skupino najbolj nevarnih spojin, ki jih proizvajamo in uporabljamo (Besse in sod., 2012; 
Negreira in sod., 2014a; Toolaram in sod., 2014; Zhang in sod., 2013). Mehanizem 
terapevtskega  delovanja teh zdravil je predvsem zaustavitev rasti in razmnoževanja 
tumorskih celic, preko poseganja v genetski material in celično signalizacijo (Besse in 
sod., 2012), zato ima njihova prisotnost v okolju lahko citotoksičen, genotoksičen, 
mutagen, karcinogen in/ali teratogen učinek na netarčne organizme (Kümmerer in sod., 
2000). 
 
Protirakava zdravila po anatomsko-terapevtsko-kemijski klasifikaciji (ATC; ang. 
Anatomical Therapeutic Chemical classification) spadajo v razred L01 (WHOCC, 
2016), znotraj katerega jih delimo na 5 razredov: L01A alkalirajoča sredstva; L01B 
antimetaboliti; L01C rastlinski alkaloidi in ostali naravni produkti; L01D citotoksični 
antibiotiki in sorodne spojine; L01X druga protirakava sredstva. Glede na mehanizem 
 
Modic B.  Vpliv kombiniranega delovanja citostatikov na živost celic ZFL in nastanek poškodb DNA.                    
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta. Študij strukturne in funkcionalne biologije, 2017 
8 
 
njihovega delovanja jih delimo na alkilirajoča sredstva, antimetabolite, platinaste 
komplekse, interkalirajoča sredstva, citotoksične antibiotike, inhibitorje delitvenega 
vretena, topoizomerazne inhibitorje, protein kinazne inhibitorje in monoklonska 
protitelesa (Besse in sod., 2012). Na splošno pa jih glede na način njihovega 
protirakavega delovanja razvrščamo v dve glavni skupini: citotoksike in citostatike 
(striktno rečeno). 
 
Citotoksična zdravila so spojine, ki neposredno ali posredno vplivajo na DNA 
molekulo, ter povzročijo metabolne in morfološke spremembe v celici, kar skozi 
različne mehanizme vodi v njeno smrt; genotoksični, mutageni in kancerogeni vpliv 
(Besse in sod., 2012). Citostatična zdravila imajo nekoliko drugačen mehanizem 
delovanja, saj ne vplivajo na DNA, temveč preko različnih drugih mehanizmov vodijo v 
zmanjšanje proliferacije tumorskih celic. To dosežejo z blokiranjem celičnih rastnih 
faktorjev ali indirektno z rekrutacijo citotoksičnih celic, kot so makrofagi in monociti, 
ki prispevajo k smrti tumorske celice (Besse in sod., 2012). 
 
V magistrski nalogi smo proučevali cito-/genotoksično delovanje izbranih protirakavih 
zdravil, zato smo se v nadaljevanju osredotočili na opis in delovanje preiskovanih štirih 
citostatikov, in sicer 5-fluorouracila (5-FU), cisplatina (CDDP), ciklofosfamida (CP) in 
ifosfamida (IF). 
2.1.2.1 5-Fluorouracil (5-FU) 
 
Od njegove prve uporabe pred več kot 50 leti (Rutman in sod., 1954; Handschumacher 
in sod., 1956; Heidelberger in sod., 1957), je 5-fluorouracil (5-FU) še vedno široko 
uporabljeno zdravilo za zdravljenje rakavih obolenj (Kosjek in Heath, 2011). V Franciji 
se ga je v letu 2008 porabilo več kot 1,7 ton (AFSSAPS, 2006, 2009 cit. po Besse in 
sod., 2012). 5-fluorouracil igra pomembno vlogo pri zdravljenju enega najpogostejših 
oblik raka - rak debelega črevesja in danke (kolorektalni rak) (IMPACT, 1995), posebno 
v kombinaciji z drugimi citostatiki, kjer doseže 40–50 % stopnjo ozdravljenja 
(Douillard in sod., 2000; Giacchetti in sod., 2000). Uporablja pa se tudi pri pacientih z 
rakom dojke, rakih glave in vratu (Grem, 2000; van Kuilenburq in Maring, 2013), 
kožnim rakom (Paolino in sod., 2008) in različnimi raki dihalno-prebavnega trakta 
(Longley in sod., 2003b). V zadnjih 20 letih je boljše razumevanje mehanizmov 
delovanja 5-FU vodilo v razvoj strategij za izboljšanje njegovega citostatskega 
delovanja (Miura in sod., 2010). Kljub vsem prednostim 5-FU pa je rezistenca na to 
zdravilo ena glavnih omejitev pri njegovi klinični uporabi. Nove tehnologije, kot so 
DNA mikromreže, imajo potencial identifikacije genov, ki so udeleženi pri razvoju 
rezistence. Taki tarčni geni imajo tudi potencialno terapevtsko vrednost kot nove tarče 
kemoterapije ali kot biomarkerji (Longley in sod., 2003b; Zhang in sod., 2008). 5-
fluorouracil (WHOCC, 2016) spada med analoge pirimidina (L01BC), kemijsko 
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podskupino razreda antimetabolitov (L01B). Je heterociklična aromatska organska 
spojina z strukturo podobno pirimidinski molekuli DNA ali RNA. Je analog uracila z 
atomom fluora namesto vodika na C-5 poziciji (Rutman in sod., 1954). Zaradi svoje 
strukture se 5-FU vmešava v nukleozidni metabolizem in se lahko vgradi v RNA in 
DNA namesto uracila oziroma timina, kar vodi v citotoksičnost in celično smrt (Thomas 
in sod., 1998; Noordhuis in sod., 2004). 
 
5-FU je pro-zdravilo, kar pomeni, da svoje citotoksične lastnosti dobi šele po metabolni 
aktivaciji. Mehanizem delovanja njegovih metabolitov temelji na napačnem vgrajevanju 
fluoronukleotidov v procesu DNA sinteze in inhibiciji timidilat sintaze (TS; encim 
udeležen pri sintezi DNA) (Longley in sod., 2003b). 
 
Slika 2: Aktivacija tumor supresorskega proteina p53 s 5-fluorouracilom (5-FU) (prirejeno po 
Longley in sod., 2003b, Tannock in sod., 2013). 
V sesalskih celicah se 5-FU  pretvori v 3 glavne aktivne metabolite: fluoro-deoksi-
uridin monofosfat (FdUMP), fluoro-deoksi-uridin trifosfat (FdUTP) in fluoro-uridin 
triphosphat (FUTP) (Slika 2) (Longley in sod., 2003). 
 
Fluorouridin trifosfat (FUTP) se lahko vgradi v RNA namesto uridin trifosfata, kar vodi 
v zaustavitev procesiranja informacijske (m-RNA) in ribosomske RNA (r-RNA) v 
jedru, kar lahko sproži nadaljnje napake v parjenju baz med transkripcijo RNA. 
Fluorodeoksiuridin trifosfat (FdUTP) se vgradi v DNA namesto deoksi-timidin 
trifosfata (dTTP) in povzroča poškodbe DNA (Miura in sod., 2010). Fluorodeoksiuridin 
monofosfat (FdUMP) se ireverzibilno veže na encim timidilat sintazo (TS) in ga 
inhibira. Inhibicija TS vodi v pomanjkanje deoksitimidin monofosfata (dTMP), ki pa je 
nujno potreben pri podvojevanju in popravljanju DNA (DNA sintezi), zato njegovo 
pomanjkanje povzroča citotoksičnost (Parker in Cheng, 1990; Longley in sod., 2003a,b; 
Tannock in sod., 2013). Vsaka izmed opisanih metabolnih poti vodi v aktivacijo tumor 
supresorskega proteina p53 in apoptozo (Slika 2) (Longley in sod., 2003b). 
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Hitrost metabolizma 5-FU v normalnih in tumorskih celicah omejuje pretvorba 5-FU v 
dihidrofluorouracil (DHFU) z dihidropirimidin dehidrogenazo (DPD). Približno 80–85 
% vnešenega 5-FU se z omenjenim encimom v jetrih razgradi na CO2, ureo in α-fluoro-
β-alanin (FBAL), le 1-3 % pa vodi v citotoksičnost (Longley in sod., 2003; Saif in sod., 
2009). 
2.1.2.2 Cisplatin (CDDP) 
 
Cisplatin (cis-[diamindikloridoplatina II]) spada med platinove (II) spojine, ki jih 
uvrščamo med anorganske in organokovinske protirakave učinkovine. Leta 1978 je bil v 
ZDA prvič odobren kot kemoterapevtsko zdravilo (Kelland, 2007), leta 2015 pa je bil 
uvrščen tudi na WHO (iz ang. World Health Organization) seznam najpomembnejših 
zdravil v zdravstvu (WHO list, 2015). 
 
Cisplatin je bil prvi predstavnik skupine platinastih protirakavih zdravil (L01XA) (Apps 
in sod., 2015), podskupini razreda L01X (WHOCC, 2016). Čeprav je pogosto  označen 
kot alkilirajoči citostatik, cisplatin nima alkilne skupine in ne more vršiti alkilacije. 
Pravilno ga lahko razvrstimo tudi kot alkilirajočim sredstvom podoben (Cruet-
Hennequart in sod., 2008). 
 
Odkritje cisplatina in kasnejši razvoj njegovih analogov je omogočil uspešno 
zdravljenje rakov zarodnih celic. Začetno delo s cisplatinom je pokazalo aktivnost proti 
L1210 levkemiji pri miših in proti naprednemu sarkomu 180 tumorjev (Rosenberg in 
sod., 1969), kar je razkrilo potencial tega zdravila. Za zdravljenje se uporabljata 
predvsem njegova analoga karboplatin in oksaliplatin (Wang in Lippard, 2005; 
Monneret, 2011). Danes se cisplatin uporablja v kombinaciji z drugimi sredstvi kot 
primarna terapija za zdravljenje raka testisov, raka materničnega vratu, jajčnikov, glave 
in vratu (Gazdar, 2007; Kelland, 2007; Sooriyaarachchi in sod., 2013). Uporablja se tudi 
za sekundarno zdravljenje za nedrobnoceličnega raka pljuč (De Pas in sod., 2001) in za 
nekatere rake mehurja (Vaughn in Malkowicz, 2001). Še posebej uspešen je pri 
zdravljenju raka testisov, kar se kaže v 90 % ozdravljivosti, za zgodnje stadije bolezni 
pa celo 100 % ozdravljivost (Bosl in sod., 2001).  
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Slika 3: Oblikovanje 1,2- in 1,3-znotrajverižnih povezav cisplatina z molekulo DNA (povzeto po 
Wang in Lippard, 2005). 
Cisplatin je zelo reaktivna molekula, ki se veže na RNA, DNA (Sherman in Lippard, 
1987), glutation (Ishikawa in Ali-Osman, 1993), proteine (Pascoe in Roberts, 1974) in 
fosfolipide (Speelmans in sod., 1996). 
 
Molekula cisplatina ima kot vse platinaste spojine na atom platine (Pt) vezane 4 
skupine. Dve sta nosilni in sta kemijsko neaktivni (-NH3), medtem ko sta drugi dve 
skupini (-Cl) razpoložljivi za zamenjavo (Slika 3). Ob odstranitvi kloridnega atoma se 
prosto mesto veže direktno na nukleofilno skupino v DNA ali pa se na mesto kloridnega 
atoma v reakciji z vodo veže hidroksilna skupina (-OH-). Proces uravnavajo nizke 
celične koncentracije kloridnih ionov (Cl-) (Tannock in sod., 2013). 
 
Cisplatin ob prisotnosti vode tvori tri hidrolizne produkte: monoakvacisplatin 
[PtCl(OH2)(NH3)2]+, ki je v ekvilibriumu z manjšima koncentracijama 
diakvacisplatina [Pt(OH2)2(NH3)2]
2
 in monoakvahidroksicisplatina 
[Pt(OH2)(OH)(NH3)2]
+
 (Wang in Lippard, 2005; Vidmar in sod., 2015). Hidrolizni 
produkti so bolj reaktivni do primarne spojine in čeprav mnogo celičnih komponent 
reagira s cisplatinom, je DNA njegova primarna tarča. Atom platine hidroliznega 
produkta tvori kovalentno vez z N-7 atomom purinske (gvaninske ali adenozinske) baze 
DNA (Slika 3) in tvori v prvi vrsti 1,2- ali 1,3-znotrajverižne povezave in manjše število 
medverižnih povezav (Slika 3). Cisplatin-DNA vezi sprožijo vrsto celičnih odgovorov, 
kot so zaustavitev podvojevanja, inhibicija transkripcije, zaustavitev celičnega cikla, 
aktivacija celičnih popravljalnih mehanizmov, ki neuspešno poskušajo popraviti 
napako, kar vodi v apoptozo – programirano celično smrt (Wang in Lippard, 2005). 
Oblika celične smrti zaradi cisplatina je koncentracijsko odvisna (Gonzalez in sod., 
2001). Ob visokih koncentracijah namreč cisplatin povzroči nekrozo celic (Lieberthal in 
sod., 1996). 
 
Modic B.  Vpliv kombiniranega delovanja citostatikov na živost celic ZFL in nastanek poškodb DNA.                    
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta. Študij strukturne in funkcionalne biologije, 2017 
12 
 
2.1.2.3 Ciklofosfamid (CP) 
 
Ciklofosfamid (CP) je eno izmed najuspešnejših protirakavi zdravil in eden izmed 
najbolj uporabljenih citostatikov vse od začetka njegove uporabe leta 1958 (Fleming, 
1997; Emadi in sod., 2009). Je sintetično imunosupresivno in protirakavo zdravilo 
(Clern in Bickers, 1991; Paul in Bruce; 1991; Takimoto in Calvo, 2005), ki spada med 
oksazafosforinska alkilirjoča sredsva (Boddy in Yule, 2000). Uporablja se v 
kemoterapiji pri zdravljenju različnih oblik raka,  kot na primer drobnoceličnega raka 
pljuč, raka dojk,  jajčnikov, kosti in raka mehkih tkiv kot tudi pri zdravljenju limfomov 
(ne-Hodkinov limfom, Burkittov limfom) (Clamon, 1992; Emadi in sod., 2009; 
Tannock in sod., 2013), nekaterih oblik levkemij (Shanafelt in sod., 2007), sistemskih 
ali lokalnih avtoimunih bolezni (reumatoidni artritis) (Townes in sod., 1976), multiple 
skleroze (Makhani in sod., 2009) in kot imunosupresor po presaditvi organov (Orjuela 
in sod., 2003) ter drugo. Ciklofosfamid se v terapiji uporablja samostojno, še pogosteje 
pa v kombinaciji z drugimi protirakavimi zdravili, s čimer se doseže sinergističen ali 
aditiven terapevtski učinek (Zhang in sod., 2006). 
 
Ciklofosfamid spada med analoge dušikovih iperitov (L01AA), kemijsko podskupino 
razreda alkilirajočih sredstev (L01A) (WHOCC, 2016). Alkilirajoča sredstva (npr. 
fosforamid iperit) vežejo alkilne skupine na gvaninsko bazo DNA molekule 
(alkiliranje), pri čemer se tvorijo znotrajverižne in medverižne (vezi med verigami in 
znotraj verige DNA) DNA povezave na N-7 poziciji gvanina. Taka premrežitev DNA 
verige je ireverzibilna in moti njeno podvojevanje ter posledično rast tumorja (Hall in 
Tilby, 1992). 
 
Slika 4: Metabolna pot ciklofosfamida (CP) (povzeto po Emadi in sod., 2009). 
Ciklofosfamid je pro-zdravilo, kar pomeni, da je za njegovo delovanje potrebna 
specifična encimska aktivacija (Slika 4). V jetrih encim citokrom P450 (CYP) pretvori 
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CP v glavni aktivni metabolit 4-hidroksiciklofosfamid, ki je v ekvilibrijumu z njegovim 
tautomerom aldofosfamidom (Huttunen in sod., 2011). Večji del aktivirane oblike CP, 
aldofosfamida, se z encimom aldehid dehidrogenazo (ALDH) pretvori v neaktivni 
ekskretorni produkt karboksifosfamid, manjši del pa se spremeni v toksična produkta 
fosforamid iperit in akrolein. Fosforamid iperit je glavni CP metabolit in je  odgovoren 
za citotoksičnost CP. Nastane samo v celicah z nizkim ALDH nivojem. Ciklofosfamid 
ima relativno nizko kemoterapijsko toksičnost, saj je ALDH v relativno visokih 
koncentracijah prisoten v zarodnih celicah kostnega mozga, jetrih in celicah črevesnega 
epitela, kjer ščiti aktivno deleča se tkiva pred toksičnimi vplivi fosforamid iperita in 
akroleina s pretvarjanjem aldofosfamida v karboksifosfamid in ne v toksične metabolite 
(Hales, 1989; Mirkes in sod., 1991; Gerson in sod., 2011). 
 
Poznani so tudi trije metaboliti oziroma transformacijski produkti CP: karboksi-
ciklofosfamid (CPCOOH), keto-ciklofosfamid (ketoCP) and N-dekloroetil-
ciklofosfamid (NdCP)(Česen in sod., 2016a). 
2.1.2.4 Ifosfamid (IF) 
 
Ifosfamid (IF) je oksazafosforinsko alkilirajoče sredstvo s širokim spektrom 
protirakavih aktivnosti, strukturno tesno povezano s ciklofosfamidom, saj je njegov 
izomerni analog (Boddy in Yule, 2000; Dechant in sod., 1991; Chang in sod., 1993). 
Ifosfamid in CP imata podoben spekter protitumorskih aktivnosti na človeških 
tumorskih modelih, le da IF izzove večji odgovor in ima nižjo toksičnost (Dechant in 
sod., 1991). 
Ifosfamid po ATC klasifikaciji spada v razred alkilirajočih sredstev (L01A), kemijsko 
podskupino analogov dušikovih iperitov (L01AA) (WHOCC, 2016). Uporablja se pri 
kemoterapijskem zdravljenju različnih oblik raka, vključno z rakom testisov, prostate, 
mehurja, dojk, materničnega vratu, jajčnikov, drobnoceličnega in nedrobnoceličnega 
raka pljuč, kostnega raka, raka želodca, raka na požiralniku, pa tudi za zdravljenje 
Hodkinovega in ne-Hodkinovega limfoma, nevroblastoma, melanoma, mezotelioma, 
multiplega mieloma, sarkomov mehkega tkiva in osteogenih sarkomov (Chemocare, 
www. chemocare.com). Tako kot ciklofosfamid se tudi ifosfamid v terapiji pogosto 
uporablja v kombinaciji z drugimi protirakavimi zdravili (Zhang in sod., 2006). 
 
Njegovo uporabo poleg zaželene citotoksičnosti spremljajo hematološka toksičnost, 
neurotoksičnost in nefrotoksičnost, zato se IF v terapiji pogosto uporablja v kombinaciji 
z mesno (2-merkaptoetilsulfanatom (MESNa)), detoksifikacijsko snovjo, ki ščiti steno 
mehurja pred škodljivimi vplivi kemoterapije, saj veže metabolite IF (akrolein), ki so 
vzrok krvavitev (Dechant in sod., 1991, Takomoto in sod., 2004). Sicer pa IF v aktivni 
obliki deluje na podoben način kot ostala alkilirajoča zdravila – vmešavanje v normalno 
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DNA sintezo z ustvarjanjem ireverzibilnih povezav v in med DNA verigami, kar vodi v 
apoptozo (Fleming, 1997). 
 
 
Slika 5: Metabolne poti ifosfamida (IF) (povzeto po Misiura, 2006). 
 
Ifosfamid je pro-zdravilo, ki se v jetrih aktivira z encimom citokrom P450 (Slika 5). Ta 
sodeluje pri hidroksilaciji, s katero nastane 4-hidroksifosfamid, ki je v ekvilibriumu z 
njegovim tautomerom aldoifosfamidom. Iz aldoifosfamida se spontano tvorita 
izofosforamid iperit in akrolein (urotoksična snov). Izofosfamid iperit je končni bis-
alkilirajoči metabolit oziroma tisti, ki z alkilacijo DNA povzroča nastanek DNA-DNA 
in DNA-protein vezi in posledično citotoksičnost. Metabolita 4-hidroksifosfamid in 
aldoifosfamid sta istočasno oksidirana v 4-ketoifosfamid in karboksifosfamid, ki sta 
biološko neaktivna in se izločita iz telesa preko urina. Počasna pretvorba IF vodi v 
povečanje alternativnih metabolnih poti. Za razliko od CP gre IF tudi v metabolno 
hidroksilacijo C-1 atoma 2-kloroetilne verige, kar vodi v nastanek nestabilnega hidroksi 
intermediata, ki spontano razpade na 2-dekloroetiliran metabolit in 3-dekloroetiliran 
metabolit ter kloracetaldehid. Slednji naj bi bil odgovoren za nevrotoksičnost in 
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nefrotoksičnost IF, ki je glavni omejujoči dejavnik uporabe zdravila (Fleming, 1997; 
Furlanut in Franceschi, 2003; Nicolao in Gimetto, 2003; Skinner, 2003; Misiura, 2006). 
2.2 PRISOTNOST RAZISKOVANIH CITOSTATIKOV V OKOLJU: PROBLEM 
RAZGRADNJE IN NJIHOV VPLIV NA NETARČNE ORGANIZME 
 
V zadnjem času se je zaradi vse večje prisotnost citostatikov v vodnem okolju  povečala 
skrb in zanimanje za njihove škodljive učinke, ki jih lahko le-ti povzročajo v okolju in 
predvsem v izpostavljenih netarčnih organizmih (Kosjek in Heath, 2011; Česen in sod., 
2016a; Isidori in sod., 2016). 
 
 
Slika 6: Usoda in pojavljanje citostatikov v okolju: A – konzumacija citostatikov v bolnišnicah in 
na domu; B – ekskrecija citostatikov in njihovih metabolitov; C – biološka in kemijska razgradnja 
v čistilnih napravah; D – redčenje; E – fotoliza, hidroliza, biodegradacija; F – odlaganje aktivnega 
blata iz čistilnih naprav (povzeto po Booker in sod., 2014). 
 
Citostatiki so se še nedavno predpisovali in uporabljali izključno v bolnišnicah in so bili 
posledično prisotni predvsem v bolnišničnih odpadnih vodah, v koncentracijah nekje 
med 5 in 50 μg/L (Kümmerer, 2001; Isidori in sod., 2016). Bolnišnične odpadne vode še 
vedno predstavljajo glavni vir citostatikov, ki lahko končajo v okolju (Isidori in sod., 
2016). Koncentracije citostatikov v okolju so odvisne od različnih parametrov, kot npr. 
tip bolnišnice (splošna, psihiatrična, onkološka itd.), število postelj oziroma pacientov, 
država, tip terapije in podobno (Kosjek in Heath, 2011; Orias in Perrodin, 2014). Ker 
pacienti ta zdravila jemljejo v ciklih (Caley and Jones, 2012), to pomeni kontinuirano 
sproščanje ne metaboliziranih ali delno metaboliziranih citostatikov v odpadne vode, 
kar ni omejeno niti časovno niti prostorsko (Booker,in sod., 2014). 
 
Po drugi strani pa približno 75–80 odstotkov pacientov, ki sicer niso hospitalizirani, 
dobiva v bolnišnicah terapijo v obliki infuzijskih črpalk ter se po terapiji vrnejo v 
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oskrbo domov (Mahnik in sod., 2007; Johnson in sod., 2008). Takšni bolniki manjši del 
citostatikov izločajo v bolnišnicah (na primer farmakokinetika nekaterih citostatikov je 
dokaj kratka, aplikacija pa lahko traja do nekaj ur), delno pa se metabolizirani citostatiki 
izločajo doma. Poleg tega iz leta v leto narašča odstotek pacientov, ki se zdravijo na 
domu in citostatike uživajo peroralno (Mahnik in sod., 2007; Johnson in sod., 2007; 
Kümmerer in Schuster, 2008). To pomeni, da preko izločkov citostatiki delno v 
nespremenjeni, delno v metabolizirani obliki preko komunalnih odpadnih vod pristanejo 
v okolju brez ustrezne razgradnje. To pa predstavlja mnogo večjo skrb za okolje, saj 
tako citostatiki niso prisotni le v bolnišničnih, temveč tudi v komunalnih odpadnih 
vodah mestnih čistilnih naprav v koncentracijah od ng/L do μg/L (Parrella in sod., 
2014a). 
 
Torej, citostatiki in njihovi metabolni ter transformacijski produkti se sproščajo v vodno 
okolje preko čistilnih naprav, kamor pridejo z bolnišničnimi in komunalnimi odpadnimi 
vodami (Carrara in sod., 2008). V bolnišnici oziroma v domači oskrbi pri terapiji 
bolniki prejmejo mešanico citostatikov, ki se kasneje preko urina in fecesa izločijo kot 
mešanice nespremenjenih starševskih spojin ter produktov, ki nastanejo v procesih 
metabolizma. Odstranitev citostatika je odvisna od same spojine, starosti in konstitucije 
pacienta ter načina in časa vnosa (Kümmerer in sod., 2000; Pérez in Barceló, 2007; 
Kemper, 2008). Zdravila lahko razdelimo v štiri razrede glede na njihovo izolčanje v 
nespremenjeni obliki (Jjemba, 2006): nizka ekskrecija (≤ 5 %), zmerno nizka (6–39 %), 
relativno visoka (40–69 %) in visoka ekskrecija (≥ 70 %). Citostatiki, kot sta 
ciklofosfamid (≤ 5–20 %) in ifosfamid (< 15 %), spadajo v razred nizkega oziroma 
zmerno nizkega izločanja, 5-fluorouracil (11–20 %) pa v razred zmerno nizkega 
izločanja (Johnson in sod., 2007; Kümmerer in sod., 1997; Buerge in sod., 2006). Glede 
na to, da se starševskih spojin v nespremenjeni obliki izloči le približno 10 % (Heggie 
in sod.,1987; Abbruzzese in sod., 1991; Hamada in sod., 2002), lahko sklepamo, da so 
glavna onesnažila predvsem metaboliti citostatikov in seveda njihovi transformacijski 
produkti (Mompelat in sod., 2009). 
 
Ostanki citostatikov nato pristanejo v čistilnih napravah, kjer so podvrženi procesom 
abiotske in / ali biotske razgradnje in transformacije. Večina čistilnih naprav, kjer pride 
do razgradnje odpadnih voda iz bolnišnic, je specializirana za razgradnjo zdravil, 
medtem ko mestne čistilne naprave niso specializirane za odstranjevanje tovrstnih 
spojin (Radjenović in sod., 2007; Drewes, 2008). Mnoge študije so pokazale, da v 
običajnih čistilnih napravah ni doseženo ustrezno visoko učinkovito odstranjevanje 
citostatikov, ki so v mnogih primerih odporni na biorazgradnjo (Zhang in sod., 2013; 
Ferrando-Climent in sod., 2014; Martín in sod., 2011; Orias and Perrodin, 2014; Isidori 
in sod., 2016), kar pa posledično pomeni, da obstaja velika verjetnost, da se citostatiki 
pojavijo v vodnem okolju (Rowney in sod., 2009; Besse in sod., 2012; Johnson in sod., 
2013).  
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Številne študije beležijo prisotnost citostatikov v bolnišničnih (Aherne, 1985; Steger-
Hartmann in sod.,1996; Kümmerer in sod., 1997a; Steger-Hartmann in sod., 1997; 
Mahnik in sod., 2004, 2007; Moldovan, 2006; Kavalova, 2009; Yin in sod., 2010a,b; 
Kosjek in Heath, 2011; Ferrando-Climent in sod., 2013,2014; Negreira in sod., 2014a; 
Česen in sod., 2015, 2016a; Isidori in sod., 2016) in drugih odpadnih vodah (Aherne in 
sod., 1990; Kümmerer in sod., 1997a; Steger-Hartmann in sod., 1997; Halling-Sørensen 
in sod., 1998; Ternes, 1998; Castiglioni in sod., 2005; Buerge in sod., 2006; Kosjek in 
Heath, 2011; Martín in sod., 2011; Ferrando-Climent in sod., 2013; Negreira in sod., 
2014b; Česen in sod., 2015; Isidori in sod., 2016), pa tudi v površinskih vodah (Aherne 
in sod., 1990; Halling-Sørensen in sod., 1998; Zuccato in sod., 2000; Buerge in sod., 
2006; Moldovan, 2006; Kosjek in Heath, 2011; Martín in sod., 2011; Valcárcel in sod., 
2011; Ferrando-Climent in sod., 2014) in podzemnih vodah (Loos in sod., 2010), ter 
celo v pitni vodi (Gibs in sod., 2007). Nekateri citostatiki, posebno tisti z veliko porabo 
(med njimi so tudi 5-FU, CDDP, CP in IF), so večkrat zaznani v odpadnih vodah v 
različnih državah, v koncentracijah do nekaj sto µg/L, navadno z višjimi 
koncentracijami v bolnišničnih odpadnih vodah (Steger-Hartmann in sod., 1996; 
Mahnik in sod., 2004; Kovalova, 2009; Yin in sod., 2010a; Kosjek in Heath, 2011; 
Ferrando-Climent in sod., 2014; Negreira in sod., 2014a). 
 
Poznamo teoretično in ekspirimentalno določanje koncentracij ostankov zdravil v 
odpadnih vodah. Teoretični pristop določa PEC (predvidena okoljska koncentracija; 
ang. Predicted Enviromental Concentration) oziroma izračunano koncentracijo ostankov 
zdravil, ki naj bi bili prisotni v izbranem okolju, glede na parametre, kot so konzumacija 
in ekskrecija (Mullot in sod., 2010; Escher in sod., 2011), medtem ko ekspirimentalni 
pristop pridobi podatke koncentracij ostankov zdravil s kemijskimi analizami oziroma 
meritvami teh koncentracij direktno iz okolja (Verlicchi in sod., 2012a; Perrodini in 
sod., 2013). Slaba stran ekspirimentalnega pristopa je, da je merjenje vseh komponent 
zelo drago in da  je meja detekcije (LOD, ang. limit of detection) pogosto previsoka za 
določanje koncentracij, ki so ekotoksične (Orias in Perrodin, 2014). Poleg tega pa je 
potrebno poudariti, da za mnoge citostatike ne obstajajo analitske metode, ki bi imele 
dovolj nizko mejo detekcije, da bi zaznale okoljsko relevantne koncentracije teh spojin. 
A kljub vsemu ekspirimentalni pristop, za razliko od teoretičnega, vseeno omogoča 
pridobivanje realnih podatkov (Orias in Perrodin, 2014), seveda v mejah zmožnosti 
analitskih metod, ki so na voljo. 
 
Za citostatike so predvidene zelo nizke PEC vrednosti, kjer je skoraj polovica PEC 
vrednosti pod 0,1 ng/L. Starejši podatki kažejo, da so te vrednosti v primerjavi z 
drugimi zdravili še veliko nižje (tudi do tri velikostne razrede nižje od vrednosti za 
protivnetna zdravila, zdravila za visok krvni tlak in nekaterih antibiotikov) (Besse in 
sod., 2012). Med citostatiki pa imajo samo tri molekule PEC višji od 10 ng/L; 
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hidroksikarbamid, kapecitabin in 5-fluorouracil, ki je na tretjem mestu. Ciklofosfamid je 
na lestvici PEC, ki temelji na porabi v Franciji za leto 2004 in 2008, na 6. mestu, 
ifosfamid na 15. in cisplatin na 33. mestu od skupaj 78 protirakavih zdravil (Basse in 
sod., 2012). 
 
Kljub nizkim PEC in okoljskim koncentracijam citostatikov pa so bile mnogo višje 
koncentracije zabeležene v bolnišničnih in komunalnih odpadnih vodah (Mahnik in 
sod., 2004; Martín in sod., 2014), kar pomeni, da so lokalno (v bližini izliva 
bolnišničnih odpadnih voda) koncentracije citostatikov lahko blizu toksičnih 
koncentracij. 
 
Citostatiki, ki smo jih proučevali v magistrski nalogi (5-FU, CDDP, IF in CP), so med 
najbolj uporabljenimi in najbolj raziskovanimi citostatiki, kar pomeni, da so njihove 
koncentracije v vodnem okolju ene izmed najvišjih med vsemi ostanki citostatikov. Te 
spojine so zaznali tudi v površinskih vodah, vendar v koncentracijah mnogo nižjih od 
PNEC (ang. Predicted No-Effect Concentration) (Buerge in sod., 2006; Moldovan, 
2006; Valcárcel in sod., 2011).  
Iz podatkov v literaturi je razvidno, da 5-FU spada med citostatike, ki se v okolju 
pojavljajo v najvišjih koncentracijah. V odpadnih vodah onkološkega oddelka 
bolnišnice na Dunaju (Avstrija) so leta 2004 zabeležili zelo visoke koncentracije tega 
citostatika (122 µg/L) (Mahnik in sod., 2004), enako tri leta kasneje, ko je bila 
maksimalna zaznana koncentracija 5-FU kar 124 µg/L (Mahnik in sod., 2007). V nižjih 
koncentracijah so ga zaznali tudi v odpadnih vodah bolnišnice v Franciji (0,09–4,0 
µg/L) (Mullot in sod., 2009) ter dveh bolnišnic v Švici, kjer so bile  koncentracije za tri 
range nižje od prej omenjenih (15 in 27 ng/L) (Tauxe-Wuersch in sod., 2006; Kovalova 
in sod., 2009). V slovenskih in španskih bolnišničnih odpadnih vodah so 5-FU zaznali v 
koncentracijah nekaj ng/L (Isidori in sod., 2016). 
 
Za CDDP in njegove hidrolizne metabolite so podatki o prisotnosti v površinskih vodah 
pomanjkljivi. Podatki o koncentracijah odpadnih voda onkološke bolnišnice v Sloveniji, 
navajajo izmerjene vrednosti med 0,013 do 0,35 µg/L, iz onkološke bolnišnice v Španiji 
pa 0,006 do 0,014 µg/L (Vidmar in sod., 2015). V drugi študiji Isidori in sod. (2016) 
navaja, da so koncentracije cisplatina, ki so ga merili v obliki platine, v slovenskih 
odpadnih vodah iz bolnišnice dosegale nekaj 100 ng/L, medtem ko so bile koncentracije 
v španskih odpadnih vodah za rang 10 nižje (Isidori in sod., 2016). Za prisotnost 
platinastih spojin v odpadnih voda onkoloških oddelkov obstajajo tudi podatki iz 
Avstrije, kjer so izmerili koncentracije od 3 pa do 250 µg/L (Lenz in sod., 2005; 2007a). 
 
Ciklofosfamid in IF sta spojini, največkrat zaznani v odpadnih vodah, od ng/L do µg/L 
koncentracij, z najvišjimi koncentracijami do nekaj 10 µg/L (Steger-Hartmann in sod., 
1996, 1997; Kümmerer in sod., 1997a; Castiglioni in sod., 2005; Buerge in sod., 2006; 
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Kim in sod., 2009a; Yin in sod., 2010a,b; Zuccato in sod., 2010; Gómez-Canela in sod., 
2012, 2014; Ferrando-Climent in sod., 2013; Negreira in sod., 2013, 2014a, 2014b; 
Česen in sod., 2015; Isidori in sod., 2016). Kot primer naj omenimo, da so v različnih 
švicarskih jezerih in rekah zaznali CP in IF v koncentracijah med 0,05 in 0,17 ng/L 
(Buerge in sod., 2006). Pred kratkim pa so objavili, da so v bolnišničnih odpadnih 
vodah v Sloveniji, ki so jih vzorčili v zimskem obdobju zaznali CP v koncentracijah 
µg/L in IF nekaj deset ng/L, medtem ko so vrednosti za CP narasle v poletnem obdobju 
tudi do 22 µg/L (Isidori in sod., 2016). Ifosfamid s koncentracijo 86 µg/L so zaznali v 
odpadnih vodah bolnišnice v Španiji (Gómez-Canela in sod., 2014), medtem ko Isidori 
in sod. (2016) navaja, da IF v bolnišničnih odpadnih vodah niso zaznali. V zimskih 
mesecih so v bolnišničnih odpadnih vodah v Španiji zaznali CP v koncentratcijah nekaj 
10 ng/L, ne pa tudi v poletnih mesecih (Isidori in sod., 2016). 
2.2.1 Problem razgradnje citostatikov 
 
Odpadne vode iz bolnišnic skoraj vedno neprečiščene vstopijo v mestni komunalni 
sistem in potem v mestne čistilne naprave (Emmanuel in sod., 2004; Ferk in sod., 2009; 
Verlicchi in sod., 2012b; Zhang in sod., 2013; Česen in sod., 2015), ki večinoma niso 
prilagojene za odstranjevanje kompleksnih komponent, kot so zdravila (Ternes, 1998; 
Heberer, 2002; Joss in sod., 2005), kar je tudi znano in dokazano v literaturi (Castiglioni 
in sod., 2006; Onesios in sod., 2009; Zhang in sod., 2013; Ferrando-Climent in sod., 
2014; Martín in sod., 2014; Orias in Perrodin, 2014). Trenutni procesi v mestnih 
čistilnih napravah so prilagojeni zmanjšanju nivoja organskega ogljika in nitratov ter 
fosfatov, ne pa ostankov zdravil in ostalih aktivnih spojin (Zuccato in sod., 2000; 
Verlicchi in sod., 2012b). Zato obstaja velika verjetnost, da zdravila in njihovi ostanki 
po izpustu iz čistilne naprave dosežejo površinske vode v svoji aktivni obliki (Rowney 
in sod., 2009; Besse in sod., 2012; Johnson in sod., 2013). 
 
V površinskih vodah se bolnišnične odpadne vode razredčijo, s čimer je prisotnost 
zdravil, vključno s citostatiki, zmanjšana na mejo zaznave (µg/L do ng/L). 
Zmanjševalni faktor v prejemnih vodah so tudi sorbcija (na suspendirane delce in 
sedimente, koloide in naravni raztopljeni organski material) (Osenbrück in sod., 2007), 
razgradja, volatizacija in absorbcija snovi s strani živih organizmov (Kosjek in Heath, 
2011). 
 
Usoda kemikalij je odvisna od narave kemikalije. Zdravila se torej lahko vežejo v blato, 
gredo v volatizacijo (uplinjajne, izhlapevanje) ali pa ostanejo v raztopljeni fazi v vodni 
izplaki. Slednja je najbolj problematična za vodni sistem (Booker in sod., 2014). V vodi 
gredo zdravila lahko v biološko, kemično in fizikalno-kemično transformacijo, čeprav 
so narejena tako, da so odporna na mikrobno razgradnjo in so kemično stabilna (Löffler 
in sod., 2004; Khetan in Collins, 2007; Sammartino in sod., 2008). Na splošno so 
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zdravila večinoma polarne, vodotopne, nizkohlapne molekule, dobro mobilne in 
obstojne v sedimentih in aktivnem blatu (Sarmah in sod., 2006) ter ekstremno odporne v 
rečnih vodah (Johnson in sod., 2008). 
 
Hidroliza večine citostatikov je pri pH 7 zanemarljiva, zato sta biodegradacija in 
fotoliza primarni degradacijski poti (Booker s sod, 2014). Obe sta omejeni na sorbcijo 
citostatikov v vodne sedimente, tvorbo kompleksov z raztopljenim organskim 
materialom, sorbcijo v plitek sloj zemlje ali sorbcijo med filtracijo brežin. Sorbcija in 
afiniteta prehajanja citostatikov v organsko snov je odvisna od njihovih fizikalno-
kemičnih lastnosti (npr. Kow, oktanol-vodni porazdelitveni koeficient) pa tudi od 
geologije, teksture zemlje (pesek, glina itd.), sedimentov in lastnosti raztopljenega 
organskega materiala (Sarmah in sod., 2006). Organski material je glavni faktor, ki 
vpliva na usodo citostatikov v vodnem okolju. Ker je večina citostatikov polarnih in se 
topijo v vodni fazi, se v procesu čiščenja v čistilnih napravah ne odstranijo s sorbcijo v 
aktivno blato (Kosjek in Heath, 2011).  
Aktivno blato, ki se tvori med anaerobno predelavo v čistilnih napravah, je lahko 
problematično. Le-to se namreč v nekaterih državah pogosto uporablja kot gnojilo v 
agrikulturi. Tako nevarne snovi (mikropolutanti) pridejo v zemljo in s pronicanjem 
dosežejo podzemne vode. Nekatera onesnažila se v tem blatu ohranjajo kljub dolgi 
razgradnji in skladiščenju na odprtem (Cortés in sod., 2013). Nobena zakonodaja pa ne 
ureja uporabe teh gnojil, ki so potencialno lahko onesnažena. Vezava v filtrirno blato in 
odstranitev bi lahko bila pomembna pot za odstranjevanje tovrstnih toksičnih 
komponent (Booker in sod., 2014). 
 
BIODEGRADACIJA oziroma biotska razgradnja je degradacija, ki je posledica 
encimatskih procesov, ki so rezultat celične aktivnosti oziroma delovanja organizmov 
oziroma mikroorganizmov. Označuje kompletno transformacijo organskih komponent 
do popolnoma oksidiranih ali reduciranih manjših molekul (kot so ogljikov 
dioksid/metan, nitrat/amonijak in voda) (Vert in sod., 2012). Biodegradacija je 
najpomembnejša pot odstranitve onesnažil iz vodne faze odpadnih in površinskih voda 
(Andersen in sod., 2005; Bagnall in sod., 2012a,b), ki pa lahko vodi v številne 
degradacijske in transformacijske produkte. Biotransformacijske poti so pogosto slabo 
poznane, zaradi česar je prepoznava transformacijskih produktov težavna (Petrie in sod., 
2014). 
 
Za citostatike je pričakovana slaba biorazgradljovost, ker se zaradi hidrofilnih lastnosti 
večina slabo vežejo na blato. Nekateri vsebujejo halogene, za katere je znano, da so 
problematični za biorazgradnjo, mnogi pa so lahko tudi toksični za bakterije, ki so 
prisotne v aktivnem blatu (Buerge in sod., 2006; Johnson in sod., 2008; Delgado in sod., 
2010). Poleg tega je bilo dokazano, da je razgradljivost še slabša, kadar je citostatik 
prisoten v mešanici z drugimi citostatiki (Kiffmeyer in sod., 1998). Pri biodegradaciji 
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citostatikov naj bi pomembno vlogo igrala tudi njihova kemična struktura in 
stereokemija. Bakterijska biodegradacija organskih spojin v okolju naj bi bila 
katalizirana s stereo-specifičnimi encimi (Kümmerer in sod., 2000). 
 
FOTODEGRADACIJA (fotoliza) je abiotska razgradnja, degradacija s pomočjo 
vidnega ali ultravijoličnega spektra svetlobe (Vert in sod., 2012). Je najbolj verjetna 
oblika (abiotske) razgradnje zdravil in njihovih ostankov v odpadnih vodah (Löffler in 
sod., 2004; Khetan in Collins, 2007; Nikolaou in sod., 2007; Sammartino in sod., 2008). 
Fotodegradacija je lahko direktna s sončno absorbcijo ali indirektna preko radikalov 
(npr. OH), ki nastanejo s sončnim obsevanjem fotoobčutljivih molekul, kot so nitrati, 
humična kislina itd. (Buerge in sod., 2006; Khetan in Collins, 2007; Nikolaou in sod., 
2007; Sammartino in sod., 2008). Fotodegradacija je odvisna tudi od jakosti sevanja, 
eutrofičnih pogojev, globine vode, sestave organskih snovi, zemljepisne širine in 
letnega časa (Fent in sod., 2006, Heberer, 2002). 
 
Poleg konvencionalnih metod, ki pri razgradnji citostatikov niso učinkovite, pa se 
odkrivajo alternativne abiotske metode (UV/H2O2 (Chen in sod., 2008; Kim in sod., 
2009b; Česen in sod., 2015) in O3/H2O2 (Chen in sod., 2008, Lester in sod., 2011; 
Česen in sod., 2015), ozonacija (Garcia-Ac in sod., 2010), elektrokemična oksidacija 
(Hirose in sod., 2005; Kobayashi in sod., 2012)), ki dajejo obetavne rezultate. Veliko 
uspešnost pri odstranjevanju kaže tudi kombinacija biotskih in abiotskih metod 
(UV/O3/H2O2/biološka razgradnja) (Česen in sod., 2015). 
 
Med raziskovanimi citostatiki ima 5-FU največji biodegradacijski potencial (Kiffmeyer 
in sod., 1998; Mahnik in sod., 2007). Mahnik in sod. (2007) so v svoji raziskavi 
ugotovili, da se 5-FU ob inkubaciji z aktivnim blatom ali ob filtraciji z membranskim 
bioreaktorskim sistemom odstrani iz vodne faze do koncentracije pod mejo zaznave 
(LOD). Testi z radioaktivno označenim 5-FU kažejo, da naj bi bila njegova odstranitev 
posledica biodegradacije oziroma metabolizma mikroorganizmov, glede na to, da se 
spojina ni vezala na delce suspendirane v odpadni vodi. Z biodegradacijo in 
metabolizmom se tako v 24 urah odstrani > 99 % 5-FU (Mahnik in sod., 2007). 
 
5-fluorouracil naj se ne bi razgrajeval z direktno fotolizo, saj ne absorbira svetlobe 
valovne dolžine, večje od 290 nm (TOXNET, 2016), a so v raziskavi Lin in sod. (2013) 
ugotovili, da prisotnost bikarbonata, ki reagira z vzburjenim stanjem 5-FU, spodbuja 
direktno fotolizo. Ob prisotnosti visokih koncentracij bikarbonata in nitratov pa se 5-FU 
hitro razgrajuje z indirektno fotolizo, pri čemer seveda nastanejo fototransformacijski 
produkti, katerih toksičnost in usoda nista poznani (Lin in sod., 2013). 5-FU se lahko 
razgrajuje tudi z ozonacijo (Rey in sod., 1999), Straub (2010) pa poroča, da je 5-FU 
foto-občutljiv v raztopini z UV maksimalno absorbanco valovne dolžine 266 nm in se 
hitro razgradi ob izpostavitvi živosrebrni žarnici. 
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O razgradnji cisplatina (CDDP) so podatki zelo pomanjkljivi. Glede na njegov 
znotrajcelični metabolizem, gre spojina tudi v okolju najverjetneje v hidrolizo. Ob tem 
nastanejo metabolni produkti, za katere nadaljna razgradnja ni dobro znana. Lenz in 
sod. je ugotovil, da se platinaste (Pt) spojine dobro vežejo na aktivno blato (cisplatin 
celo 96 %) (Lenz in sod., 2005; 2007a) in suspendirane delce, ki se jih da uspešno 
odstraniti iz vodne faze s filtracijo preko membranskega bioreaktorskega sistema (60 % 
odstranitev Pt) (Lenz in sod., 2007a,b). 
 
Cisplatin tudi dobro absorbira svetlobo znotraj spektra sončne svetlobe (UV 
maksimalna absorbanca 318–298 nm), zato se v površinskih vodah razgrajuje z direktno 
fotolizo (Kiffmeyer in sod., 1998). 
 
Za CP in IF sicer starejše raziskave kažejo, da nista razgradljiva oziroma, da sta slabo 
biorazgradljiva (Steger-Hartmann in sod., 1996; Kümmerer in sod., 1997a; Steger-
Hartmann in sod., 1997; Kiffmeyer in sod., 1998; Buerge in sod., 2006; Kovalova in 
sod., 2012), vendar so nedavne raziskave Česen in sod. (2015) pokazale veliko 
učinkovitejšo biorazgradnjo in odstranitev teh spojin iz odpadnih voda (59 % in 35 %). 
 
Absorbcija sončne svetlobe CP in IF je zanemarljiva, kar izključuje direktno fotolizo 
(Buerge in sod., 2006, Kim in sod., 2008). Se pa citostatika hitreje razgrajujeta preko 
indirektne fotolize z npr. OH˙ radikali, kisikovimi radikali (1O2) ali vzburjenimi triplet 
stanji (3DOM; ang. dissolved organic matter) raztopljene organske snovi (*DOM) 
(Buerge in sod., 2006), čeprav raziskave kažejo, da so fotodegradacijski produkti lahko 
še bolj toksični od primarne spojine (Ocampo-Pérez in sod., 2010). Pokazali so, da 
lahko kombinacija izbranih naprednih oksidacijskih procesov (UV/O3/H2O2) odstrani 99 
% CP in 94 % (IF), združevanje bioloških in abiotskih metod (UV/O3/H2O2 z biološko 
razgradnjo) pa lahko poveča učinkovitost odstranjevanja CP in IF celo na > 99 % 
(Česen in sod., 2015). 
2.2.2 Vpliv raziskovanih citostatikov na netarčne organizme 
 
Citostatiki so narejeni tako, da delujejo na DNA rakavih celic, vendar pa je ta 
univerzalna za vse organizme, zaradi česar lahko ta zdravila delujejo tudi na netarčne 
celice vseh organizmov (Daughton in Ternes, 1999; Hirsch in sod., 1999; Dietrich in 
sod., 2002). Ostanki citostatikov se v vodnem okolju pojavljajo v koncentracijah (< 10 
ng/L), ki so sicer pod mejo, ki jo evropska agencija za zdravila (EMA) navaja kot varno 
za zdravje ljudi in živali (EMEA, 2006). Vendar pa lahko imajo citostatiko zaradi 
svojega specifičnega delovanja, kot je neposredno ali posredno delovanja na DNA, ob 
dolgotrajni izpostavitvi, zakasnjen učinek (Kovács in sod., 2015). Poleg tega pa lahko z 
globalnim povečevanjem uporabe citostatikov pričakujemo tudi višje koncentracije le-
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teh v odpadnih vodah in v okolju, kar bo v prihodnosti predstavljajo še večji okoljski 
problem. 
 
V zadnjem času so citotoksično in genotoksično delovanje citostatikov proučevali na 
različnih netarčnih organizmih in kot so na primer bakterije, alge in cianobakterije 
(Zounkova in sod., 2010; Brezovšek in sod., 2014; Booker in sod., 2014; Elersek in 
sod., 2015; Česen in sod., 2016a), rastline (Mišik in sod., 2016), raki (Zounkova in sod., 
2010; Parrella in sod., 2014a,b), školjke (Gačić in sod., 2014), ribe (Kovács in sod., 
2015; Gajski in sod., 2016a; Isidori in sod., 2016), glodavci in druge laboratorijske 
živali (Ishidate in sod., 1988; Mavournin in sod.,  1990; IARC 2000;) ter v celičnih 
modelih in vitro (človeške in živalske celične linije) (Novak in sod., 2015; Gajski in 
sod., 2016a,b). 
 
Ob ocenjevanju škodljivih učinkov, ki jih najdemo v okolju, je pomembno, da 
raziskujemo njihovo toksičnost na organizmih različnih trofičnih nivojih: fitoplankton, 
nevretenčarji in vretenčarji (Zounkova in sod., 2010). V nedavni raziskavi Elersek in 
sod., (2016) se je namreč izkazalo, da toksičen učinek mešanice citostatikov povzroči 
spremembe v agregacij kulture alg in posledično motnjo v fitoplanktonski kulturi. To pa 
lahko vpliva na biodiverziteto in združbe višjih trofičnih nivojev (Pfleeger in sod., 
1991). 
 
Ker je vodna biota v prejemajočem okolju zaradi stalnega doliva neprestano 
izpostavljena citostatikom, je potrebno upoštevati tudi vpliv zaradi dolgotrajne 
(kronične) izpostavitve. Posledice dolgotrajne izpostavljenosti se namreč lahko pojavijo 
pri mnogo nižjih koncentracijah po daljšem časovnem obdobju. Za genotoksične 
spojine, kot so citostatiki, ki so v okolju prisotne v nizkih koncentracijah, so bolj kot 
akutni testi relevantni rezultati raziskav kronične izpostavljenosti, raziskave vpliva na 
celoten življenjski cikel živali, ali celo raziskave multigeneracijskega vpliva (Backhaus 
in sod., 1997, Kümmerer in sod., 2004; Zounkova in sod., 2010; Straub, 2010; Parrella 
in sod., 2014; Kovács in sod., 2015), saj poškodbe zaradi prisotnosti citostatikov lahko 
presegajo individualne osebke in imajo vpliv na populacijo ter so opazne preko več 
generacij (Kovács in sod., 2015). 
 
Škodljivost citostatikov se največkrat prikazuje s srednjo koncentracijo vpliva na rast 
(EC50; ang. half effective concentration) ali z najvišjo koncentracijo, pri kateri se učinki 
ne razlikujejo od tistih pri kontrolni skupini (NOAEC; ang. No Observed Adverse 
Effect Concentration) oziroma najnižjo koncentracijo, pri kateri je efekt značilno 
drugačen od kontrolne skupine (LOAEC; ang. lowest observed adverse effect 
concentration). Razpon med NOAEC in LOAEC se včasih imenuje maksimalna 
sprejemljva koncentracija toksina.   
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EU Direktiva 93/67/EEC (Commision of the European Communities, 1996) klasificira 
spojine glede na njihovo EC50 vrednost za vodne organizme: zelo toksične (EC50, < 1 
mg/L), toksične (EC50, 1-10 mg/L) in škodljive (EC50, 10-100mg/L). Spojine z EC50 > 
100 mg/L niso klasificirane. Jones in sod. (2002) je predlagal še eno kategorijo 
ekstremno toksičnih spojin z EC50 < 0,1 mg/L. Glede na njihovo raziskavo, bi 
potemtakem morali citostatike smatrati kot zelo toksične za mikroorganizme (EC50 = 
0,1-1 mg/L) in škodljive za rake in ribe (EC50 = 10-100 mg/L). 
2.2.2.1 5-Fluorouracil (5-FU) 
 
5-fluorouracil po EU Direktivi spada med zelo toksične spojine in njegove EC50 
vrednosti so < 1 mg/L za številne organizme. Za 5-FU je bila visoka toksičnost 
zabeležena v reprodukcijskih testih z algo Pseudokirchneriella subcapitata (EC50 0,11 
mg/L (NOEC, 0.001 mg/L) in ~0,13 mg/L; Zounkova in sod., 2007; Brezovšek in sod., 
2014) in cianobakterijo Anabaena flos-aquae (~0,024 mg/L; Straub, 2010) ter v testu 
inhibicije rasti pri gram negativni bakteriji Pseudomonas putida (EC50  0,044 µg/L, 
0,027 mg/L; Zounkova in sod., 2007, 2010) in gram pozitivni bakteriji Vibrio fischeri 
(EC50 0,122 mg/L; Backhaus in Grimme, 1999).  Za zelo genotoksičnega se je 5-FU 
izkazal tudi v testu z eukariontsko plesnijo, kjer so določili MGC (ang. minimum 
genotoxic concentration) 0.02 mg/L (Zounkova in sod., 2007). 
 
Mnogo nižja toksičnost je bila opažena v testu inhibicije rasti alge Desmodesmus 
subspicatus (EC50 21 in 48 mg/L; Straub, 2010; Zounkova in sod., 2010) in v akutnih 
toksikoloških testih na rakih (EC50 21 mg/L), kar pa ne velja za kronične teste (Parrella 
in sod., 2014). 
 
V raziskavi Zounkove in sod. (2010) so se pokazale velike razlike med akutnim in 21-
dnevnim reprodukcijskim testom na Daphnia magna. Za 5-FU je EC50 v testu 
reprodukcijske toksičnosti (0,1 mg/L) skoraj za tri velikostne razrede nižji od EC50 
vrednosti akutne imobilizacije (15 mg/L) (Zounkova in sod., 2010). 
 
Genotoksično delovanje 5-FU so zabeležili tudi pri rastlinah (Tradescantia) (Mišík in 
sod., 2014) ter sladkovodnih klapavicah Unio pictorum in Unio tumidus (Gačić in sod., 
2014). V raziskavi Kovács in sod. (2015) so pokazali, da kronična 2-generacijska 
izpostavljenost rib Danio rerio 5-FU pri okoljsko relevantnih koncentracijah (10 ng/L) 
v jetrnih celicah povzroča poškodbe DNA in vpliva na genomsko stabilnost ter 
deregulira izražanje številnih genov, vključno s številnimi geni, ki se odzovejo na 
poškodbe DNA in onkogene. Čeprav v študiji niso opazili vpliva na reprodukcijo pri 
izpostavljenih ribah, pa ni moč izključiti degenerativnih sprememb, ki se lahko pojavijo 
ob dolgotrajni izpostavitvi večih generacij, kar pa lahko vpliva na ribjo populacijo 
(Kovács in sod., 2015). 5-fluorouracil je tudi dobro znan teratogen (Lau in sod., 2000). 
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V testu embriotoksikologije z ribami Pimephales promelas je povzročil deformacije 
embrijev (LOEC = 50 mg/L) (DeYoung s sod, 1996). Spojina je problematična, saj je 
kljub nizki citotoksičnosti visoko genotoksična. To hipotetično pomeni višje preživetje 
poškodovanih celic in posledično dolgoročen oziroma zakasnjen učinek, kot sta 
(sekundarni) rak ali motnje v reprodukciji (Landier in sod., 2015). 
 
Identificiran pa je tudi metabolit 5-FU, alfa-fluoro-beta-alanin (FBAL) (Zounkova in 
sod., 2010), ki se je v raziskavah izkazal za genotoksičnega pri koncentraciji 667 mg/L 
(brez metabolne aktivacije). EC50 vrednosti so uspeli določiti s testi inhibicije rasti na 
bakteriji Pseudomonas putida (EC50 140 mg/L, LOEC 100 mg/L) in algi Desmodesmus 
subspicatus (EC50 80 mg/L, LOEC 25 gm/L) (Zounkova in sod., 2010). Kljub nižji 
toksičnosti FBAL, glede na EU Direktivo, še vedno lahko uvrstimo v skupino snovi, 
škodljivih vodnim organizmom (Cleuvers, 2003). 
2.2.2.2 Cisplain (CDDP) 
 
V raziskavah ekotoksičnosti je CDDP pokazal zelo nizke EC50 vrednosti (< 1 mg/L), kar 
ga glede na  EU Direktivo (Commision of the European Communities, 1996) uvršča 
med spojine zelo toksične vodnim organizmom. Vrednosti < 1 mg/L so bile zabeležene 
pri cianobakteriji S. leopoliensis (EC50 0,67 mg/L) (Brezovšek in sod., 2014) in vodni 
bolhi D. magna (EC50 0,64 mg/L) (Zounkova s sod, 2007). V testu kronične 
izpostavljenosti (21 dni) pa so bile vrednosti EC50 pri vodni bolhi D. magna 1,63 µg/L 
(Parella in sod., 2014a). Nekoliko višje vrednosti EC50 so zabeležili pri zeleni algi P. 
subcapitata (2,3 mg/L)  (Zounkova in sod., 2007) in 1,52 mg/L (Brezovšek in sod., 
2014), kar CDDP še vedno uvršča med toksične spojine (EC50, 1-10 mg/L). 
 
2.2.2.3 Ciklofosfamid (CP) 
 
EC50 vrednosti, določene s QSAR (ang. Quantitative Structure Activity Relationship) 
modeliranjem, CP kategorizirajo med spojine, škodljive algam, z EC50 vrednostjo 11 
mg/L. Vrednosti so združljive s podatki iz ekotoksikoloških ekspirimentalnih študij, 
kjer so bile v testu z Daphnia magna EC50  < 100 mg/L (Sanderson in sod., 2003). 
 
V testu inhibicije rasti bakterije Pseudomonas putida in alge Pseudokirchneriella 
subcapitata je bila NOEC za CP ≥ 250 mg/L, v testu akutne imobilizacije D. magna pa 
so bile NOEC vrednosti za CP celo > 1000 mg/L (Zounkova in sod., 2007), medtem ko 
so bile NOEC vrednosti v reproduktivnem testu z D. magna 56 mg/L (Grung in sod., 
2008). V embrijih cebric (D. rerio) je po 3-dnevni izpostavitvi koncentracijam ≥ 2200 
mg/L CP povzročil letalne poškodbe, medtem ko je bil teratogen učinek zaznan že pri 
nižjih koncentracijah (261 mg/L) (Weigt in sod., 2011). 
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CP je bil s strani IARC (ang. International Agency for Research on Cancer) klasificiran 
kot kancerogen za ljudi (IARC, 2012) in v podobnem razponu deluje tudi pri drugih 
organizmih, vključno z insekti Drosophila melanogaster (Siddique in sod., 2005) in 
Anopheles stephensi (Anderson in sod., 1995). Pri prokariontih je bil CP označen za 
mutagenega pri Salmonella tryphimurium (Andreson in sod., 1995). Pri številnih vrstah 
rib (in vivo) CP povzroča prelome verige DNA in nastanek mikrojeder (MN; ang. 
micronucleus) (Pandrangi, 1995; Santos in sod., 1995; Ayllon, 2001; Grisolia, 2009; 
Rodriguez-Cea, 2003). Prav tako naj bi CP povzročal kromosomske poškodbe in 
mikrojedra pri podganah, miših in kitajskemu hrčku (Andreson in sod., 1995; Toolaram 
in sod., 2014). 
 
Za toksičnega oziroma škodljivega vodnim organizmom se je izkazal tudi 
ciklofosfamidov metabolit, karboksiciklofosfamid (CPCOOH). V nedavni raziskavi 
Česen in sod. (2016a) so dokazali toksičnost v testu inhibicije rasti s Synecococcus 
leopoliensis (EC50 17,1 mg/L), s SOS/umuC testom na bakteriji Salmonella 
typhimurium pa so potrdili genotoksično aktivnost (ob metabolni aktivaciji) starševske 
spojine CP in metabolita CPCOOH, medtem ko se je CPCOOH v istem testu izkazal za 
aktivnega tudi brez eksogene metabolne aktivacije. Glede na mehanizem toksičnosti CP 
te raziskave kažejo na to, da lahko metabolit CPCOOH, za razliko od CP, direktno 
deluje na DNA. To je pomembna ugotovitev, saj razkriva, da je metabolit CPCOOH za 
fitoplankton bolj škodljiv od starševske spojine (CP) (Česen in sod., 2016a). 
2.2.2.4 Ifosfamid (IF) 
 
S QSAR modeliranjem določene vrednosti uvrščajo IF med spojine, škodljive algam, z 
EC50 11 mg/L. QSAR vrednosti pri ribah cebricah (Danio rerio) so < 100 mg/L, kar 
pomeni nizko tveganje za organizme (Sanderson in sod., 2003), pri Daphnia magna je 
bila določena EC50 vrednost 162 mg/L in pri ribji vrsti Salmo gairdneri LC50 vrednost > 
1000 mg/L (Schecker in sod., 1998). Ob tridnevni izpostavljenosti ≥ 840 mg/L 
koncentraciji, je IF v embrijih rib cebric (Danio rerio) povzročil letalne poškodbe, 
medtem ko so bili teratogeni učinki opazni že pri nižjih koncentracijah (261 mg/L) 
(Weigt in sod., 2011). IF povzroča tudi poškodbe kromosomov in mikrojedra pri 
podganah, miših in kitajskem hrčku (Andreson in sod., 1995; Toolaram in sod., 2014). 
Je bakterijski mutagen, njegovo genotoksično delovanje pa je bilo dokazano pri 
različnih metabolno aktivnih celičnih linijah (Benedict, 1997; Ishidate, 1988; Andreson, 
1995; Jernbro 2007; Toolaram in sod., 2014). 
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2.3 KOMPLEKSNE MEŠANICE CITOSTATIKOV IN NJIHOVI UČINKI NA 
NETARČNE ORGANIZME  
 
Glede na smernice EMA (Evropska agencija za zdravila), se o nevarnosti citostatikov za 
človeka in okolje govori o posameznih, izoliranih molekulah, ki so dokazano 
genotoksične. Citostatiki se v terapiji uporabljajo v kombinacijah z namenom, da se 
poveča njihova učinkovitost (Ocvirk, 2009). Zaradi tega lahko pričakujemo, da se 
tovrstna zdravila tudi v okolju pojavljajo v različnih mešanicah (Pomati in sod., 2008; 
Petrie in sod., 2014; Isidori in sod., 2016). Ponavadi se v okolju spojine pojavljajo v 
zelo nizkih koncentracijah, vendar imajo prav zaradi kombiniranega učinka lahko 
značilen vpliv na izpostavljene organizme (Silva in sod., 2002; Brain in sod., 2004; 
Brezovšek in sod., 2014; Elersek in sod., 2016), še posebej v primerih dolgodobne 
izpostavljenosti (Besse in sod., 2012). 
 
Študije so pokazale, da mešanica citostatikov povzroča pri enakih koncentracijah večji 
učinek kot posamezne komponente mešanice (Cleuvers, 2003, 2004; Brezovšek in sod., 
2014; Parrella in sod., 2014; Česen in sod., 2016; Elersek in sod., 2016; Gajski in sod., 
2016b; Mišik in sod., 2016), kar pomeni, da je poleg proučevanja mehanizmov 
delovanja posameznih spojin zelo pomembno raziskati tudi kombinirane učinke 
kompleksnih mešanic. To je še posebej pomembno pri oceni tveganja spojin za zdravje 
človeka in okolja, saj podatki o toksičnosti posamezne komponente niso dovolj za 
ugotavljanje toksičnosti v kompleksnem okolju (Gajski in sod., 2016b). Določanje 
škodljivih učinkov citostatikov bi zaradi njihovih specifičnih mehanizmov delovanja in 
nizkih koncentracij v okolju morali nadgraditi s proučevanjem škodljivih učinkov 
kompleksnih mešanic, ki se v okolju lahko pojavljajo. Potrebno je upoštevati realno 
stanje in proučevati kompleksne mešanice pri okoljsko relevantnih koncentracijah (v 
rangu ng/L). Testiranje kompleksnih mešanic citostatikov je novo področje, a dosedanji 
rezultati nam kažejo pomembnost tega problema (Pomati in sod., 2006; Brian in sod., 
2007; Sárria in sod., 2011; Brezovšek in sod., 2014; Isidori in sod., 2016; Gajski in sod., 
2016). 
 
Pri proučevanju škodljivih učinkov mešanic se lahko lotimo z dvema različnima 
pristopoma: a) okoljski pristop – z upoštevanjem molekul, katere so po vsej verjetnosti 
prisotne in b) farmakološki pristop, ki bazira na kombinacijah molekul, ki se 
uporabljajo v zdravljenju raka (Besse in sod., 2012). 
 
Kemoterapevtske mešanice so navadno kombinacija različnih molekul z različnimi 
tarčami, kinetiko in mehanizmi delovanja, da bi z aditivnimi, ali celo sinergističnimi 
učinki dosegli večji učinek zdravljenja. Kot primer naj omenimo 5-fluorouracil in 
imatinib mesilat, ki se uporabljata v kombinaciji pri zdravljenju raka trebušne slinavke 
(Besse in sod., 2012). Seveda pa do kombiniranih učinkov kompleksnih zmesi večih 
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citostatikov lahko prihaja tudi v okolju na netarčnih organizmih. Kombinacija velikega 
števila spojin ima lahko popolnoma drugačne učinke kot posamezne spojine, ki se v 
zmesi nahajajo, še posebej, če je njihov način delovanja različen (Faust in sod., 2003). 
Kadar govorimo o komulativnem vplivu molekul, lahko gre za eno izmed naslednjih 
reakcij med molekulami: 
 
ADITIVNOST – seštevek učinkov vseh spojin prisotnih v mešanici, ki bi jih le-te imele, 
ob individualni izpostavitvi vsaki spojini posebej 
(http://study.com/academy/lesson/interactions-in-chemical-mixtures-additive-
synergistic-antagonistic.html). Koncentracijska aditivnost je pričakovana, kadar imajo 
prisotne molekule podobne mehanizme delovanja (Faust in sod., 2003). 
 
ANTAGONIZEM – ko ena spojina učinkuje nasprotno učinku druge in se vpliva 




SINERGIZEM – skupni učinek dveh ali več spojin v mešanici je večji od seštevka 
predvidenih posameznih učinkov teh spojin 
(http://wings.buffalo.edu/aru/PSY40208.htm). 
 
POTENCIRAJOČ UČINEK – učinek ene spojine je močno povečan zaradi prisotnosti 




Učinki kompleksnih mešanic citostatikov na netarčne organizme se razlikujejo od 
učinkov posameznih citostatikov. Skupni učinek je odvisen od sestave mešanice 
citostatikov in koncentracij posameznih citostatikov, pa tudi od vrste izpostavljenega 
organizma. Največkrat so kombinirani učinki sinergistične oziroma antagonistične 
narave. To je lepo razvidno iz rezultatov raziskave Brezovšek in sod. (2014), kjer so 
ugotovili, da kombinacija citostatikov 5-FU in CDDP sinergistično deluje na zeleno 
algo Pseudokirchneriella subcapitata in cianobakterijo Synechococcus leopoliensis, 
medtem ko ima kombinacija CDDP in etopozida (ET) pri istih dveh testnih organizmih 
antagonističen učinek. Po drugi strani pa je kombinacija 5-FU in imatiniba pri vrsti algi 
P. subcapitata pokazala sinergističen učinek, pri cianobakteriji S. leopoliensis pa 
antagonističen učinek (Brezovšek in sod., 2014). Sinergistično delovanje so opazili tudi 
med 5-FU in nekaterimi antibiotiki (Kümmerer in Al-Ahmad, 1997) ter pri IF s CDDP, 
citarabinom in 5-FU, pri naprednem modelu levkemije L1210 (Dechant in sod., 1991). 
Raziskave delovanja kompleksnih mešanic in posledično vpliva le-teh na netarčne 
celice oziroma organizme nam zato dajo nekoliko boljši vpogled v morebitne škodljive 
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učinke in posledice njihovega delovanja v onesnaženem okolju. Iz tega razloga smo se 
odločili tudi mi, z našo raziskavo, opozoriti na problematiko pojavljanja citostatikov v 
kompleksnem okolju, pa čeprav v koncentracijah, ki naj ne bi bile škodljive. 
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V magistrski nalogi smo proučevali citotoksično in genotoksično delovanje štirih 
citostatikov. Založne razstopine citostatikov smo pripravili v dimetilsulfoksidu (DMSO) 
in sicer 5-fluorouracil (5-FU) in cisplatin  (CDDP) v koncentraciji 10 g/L, ciklofosfamid 
(CP) in ifosfamid pa v koncentraciji 25 g/L. Založne raztopine citostatikov smo do 
uporabe shranili pri -20°C in za poskuse zmeraj pripravili sveže raztopine. 
 
Preglednica 1: Citostatiki, ki smo jih proučevai v magistrski nalogi (5-fluorouracil; cisplatin; 
ciklofosfamid; ifosfamid). CAS N° (ang. Chemical Abstract Services number), strukturne formule, 
kemijske formule, ATC kode (ang. Anatomical Therapeutic Chemical Classification code) in 
molekulske mase (iz ang. Molecular weight; MW). 


















 C7H15Cl2N2O2P C7H15Cl2N2O2P 
ATC koda L01BC02 L01XA01 L01AA01 L01AA06 
MW (g/mol) 130,08 300,05 261,09 261,09 
 
V prvem delu magistrske naloge smo proučevali učinke višjih koncentracij citostatikov, 
ki se ponavadi ne pojavljajo v okolju, saj so nas zanimali, kakšen je njihov genotoksični 
potencial in morebitni mehanizmi njihovega delovanja. V drugem delu naloge pa smo 
ugotavljali, ali lahko nizke za okolje relevantne koncentracije citostatikov in njihove 
mešanice, ki so jih zaznali v bolnišničnih vodah Onkološkega inštituta v Ljubljani, 
škodljivo delujejo na celičnem nivoju. Koncentracije citostatikov, ki smo jih testirali v 
magistrski nalogi, smo povzeli po v literaturi objavljenih podatkih meritev citostatikov 
v iztokih bolnišničnih vod (Kosjek in sod., 2013; Česen in sod., 2015; Vidmar in sod., 
2015). Izbrane koncentracije citostatikov, katerim smo izpostavili celice, so bile: 0,09 
μg/L 5-FU, 0,6 μg/L CDDP, 12 μg/L CP  ter 10 μg/L IF (MIX 1). Ker smo pričakovali, 
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da navedene koncentracije ne bodo povzročile poškodb DNA, smo se odločili, da 
testiramo tudi 10-krat višje koncentracije čistih citostatikov in njihovo mešanico (MIX 
10). Koncentracije citostatikov smo vsakič pripravili sveže, tako da smo založno 




Preglednica 2: Kemikalije uporabljene v magistrski nalogi. 
KEMIKALIJA PROIZVAJALEC KAT. ŠT. 
5-fluorouracil (5-FU) Sigma Aldrich, China 6055-19-2 
Akridin oranž Sigma, ZDA A-6014 
Benzo(a)piren Sigma, ZDA B-1760 
Ciklofosfamid (CP) Sigma Aldrich, USA 15663-27-1 
Cisplatin (CDDP) Sigma Aldrich, Hong Kong 3778-73-2 
Dimetil sulfoksid (DMSO) Sigma, ZDA 41644-1L 
DMEM HG  Gibco, VB 52100-039 
EDTA  Sigma, ZDA E5134-500G 
Epidermalni rastni hormon (EGF) Invitrogen, VB PHG0314 
Etopozid (ET) Santa Cruz, ZDA SC-3512A 
Formaldehid Sigma, ZDA 533998-500ML 
Fosfatna fiziološka raztopina (PBS) PAA, Avstrija H15-011 
Glukozamonohidrat Sigma, ZDA G7528 
Ham`s F12 Gibco, VB 21700-026 
HEPES Gibco, VB 15630-056 
Ifosfamid (IF) Sigma Aldrich, China 51-21-8 
Inzulin Sigma, ZDA I9278 
KCl  Fluka, Nemčija 60130 
Leibowitz L-15 PAA, Avstrija E 15-020 











Madison, ZDA G1112 






 se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 2: Kemikalije uporabljene v magistrski nalogi. 
KEMIKALIJA PROIZVAJALEC KAT. ŠT. 
Natrijev hidroksid (NaOH) Merck KGaA, Darmstadt, 
Nemčija 
1.06498.1000 
Natrijev klorid (NaCl) Merck, Nemčija 06404 







Ocetna kislina Merck, Nemčija 607:002-00-6 
PMS (fenazin metosulfat) Sigma, ZDA P9625 
Raztopina penicilina in 
streptomicina (P/S) 
PAA, Avstrija P11-010 
Serumom govejega zarodka (FBS) ATCC, ZDA 30-2020 
Tripansko modrilo Sigma, ZDA T-8154 







GR for analysis buffer substance 




3.1.3 Celična linija ZFL jetrnih celic 
 
V nalogi nas je zanimalo, kakšen je vpliv citostatikov na okolje in organizme, ki se v 
okolju nahajajo, zato smo kot testni model uporabili in vitro model, in sicer jetrno 
celično linijo rib cebric (Danio rerio). Celice izhajajo iz jeter normalnih rib cebric. 
Celično linijo smo kupili pri ameriški celični banki (ATCC; iz ang. American Type 
Culture Collection, Manassas, ZDA) s kataloško številko CRL-2634. 
 
Modeli jetrnih celičnih kultur in vitro se uporabljajo v toksikoloških študijah in so zelo 
pomembni pri preučevanju metabolizma snovi, saj imajo jetrne celice ohranjene encime 
metabolne presnove ksenobiotikov  I. (aktivacije) in II. faze (detoksifikacije) 
(Mukhopadhyay in sod., 2015). Poleg tega se ribje jetrne celične linije pogosto 
uporabljajo tudi pri študijah monitoringa okolja in študijah onesnaženosti okolja (Tilitt 
in Giesy, 1991; Isidori in sod., 2016). 
 
Jetrno celično linijo ZFL (iz ang. zebrafish liver) so leta 1992 izolirali iz jeter desetih 
odraslih rib (http://www.atcc.org/Products/All/CRL-2643.aspx#documentation) in jo 
začeli uspešno gojiti v celični kulturi, ob prisotnosti specifičnega medija z dodanim 
inzulinom, epidermalnega rastnega faktorja (iz ang. epidermal growth factor; EGF), 
ekstrakta embrija postrvi, seruma postrvi in seruma govejega zarodka (iz ang.  foetal 
bovine serum; FBS). Celice imajo ob normalni (nekonfluentni) preraščenosti gojitvene 
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plošče epitelialno morfologijo, njihov podvojevalni čas pa je približno 72 ur (Ghosh in 
sod., 1994). 
 
Kariotip ribjih celic Danio rerio v diploidni obliki vsebuje 50 kromosomov (Endo in 
Ingalls, 1968). Vendar pa celice v celični kulturi po 50 pasažah v 88 % dobijo 
hipodiplodne lastnosti s kromosomskim številom med 43 in 47, manjši del celic pa je 
celo poliploiden (Gosh in sod., 1994). 
 
Celice ZFL v celični kulturi kažejo encimske aktivnosti, ki so značilne za jetrne 
parenhimatske celice. Izražene imajo alanin  in aspartat aminotransferazne ter glukoza-
6-fosfatazne aktivnosti, ki so od 30 % pa do 60 % višje v primerjavi z jetrnim 
homogenatom, prisotne tudi v sesalskih hepatocitah in so fenotipski označevalci za 
jetrne parenhimatske celice (Steinberg in sod., 1991; Hacker in sod., 1992; Ghosh in 
sod., 1994). 
 
Celice ZFL imajo sposobnost sinteze imunoreaktivnega proteina 70 kDa, poznanega kot 
anti-goveji serum albumin IgG, ki je specifičen za hepatocite (Yokota in Fahimi, 1981; 
Ghosh in sod., 1994), ter proteinov 54 kDa in 50 kDa, ki sta imunološko sorodna 
P4501A1 (Miranda in sod., 1993) in s citokrom P450 povezanih encimov EROD in 
dimetilbenzantracen hidroksilazo (DMBA-oh) (Ghosh in sod., 1994). 
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3.1.3.1 Gojenje celic ZFL 
 
Celice ZFL smo gojili na sterilnih plastenkah za gojenje celičnih kultur (Coming Costar 
Corporation, New York, ZDA) pri temperaturi 28 °C v vlažni atmosferi. Celično gojišče 
je bilo sestavljeno iz 50 % Leibovitz L-15 gojišča, 35 % DMEM gojišča in 15 % Ham 
F-12 gojišča, ki je bilo obogateno s 15 mM HEPES-om, 0,15 g/L NaHCO3, 0.01 mg/mL 
inzulina, 50 ng/mL EGF, 0,1 % penicilin/streptomicinom in s 5 % temperaturo 
inaktiviranim FBS. 
 
Celice smo pri rutinskem gojenju ob 70–80 % preraščenosti plošče odlepljali z 
encimom tripsinom. Tripsin smo pripravili tako, da smo za 1 liter raztopine 0,1 % 
tripsina zatehtali 1 g tripsina, 0,1 g EDTA, 8 g NaCl, 0,4 g KCl, 1 g 
glukozemonohidrata in 0,84 g NaHCO3. Raztopino smo nato sterilizirali s filtriranjem 
skozi filter s porami velikosti 0,22 m. 
 
Pri presajanju smo najprej odstranili gojišče, celice sprali s svežim fosfatnim pufrom 
(1x PBS) ter ga takoj odstranili. Na plastenko s celicami smo nato dodali 0,1 % tripsin 
ter inkubirali na 28 °C 2–3 minute. Pod mikroskopom smo preverili, ali so se celice 
odlepile od podlage plastenke, ter po potrebi plastenko rahlo pretresli. Nato smo na 
plastenko dodali sveže gojišče in s tem ustavili delovanje tripsina. Celično suspenzijo 
smo prenesli v 15 ml centrifugirko in centrifugirali 5 minut pri 1200 obratih/minuto. Po 
centrifugiranju smo odstranili supernatant in celice resuspendirali v svežem celičnem 
gojišču s 5 % FBS. Del celic smo prenesli na novo plastenko in dodali ustrezno količino 
svežega celičnega gojišča. 
 
Za določanje ustreznega števila celic smo celice šteli s pomočjo hemocitometra (Blau 
Brand, Nemčija). V mikrocentrifugirki smo pripravili raztopino 40 μl 0,4 % tripanskega 
modrila (TM) in 10 μl celične suspenzije. 10 μl pripravljene raztopine smo nanesli na 
hemocitometer ter prešteli celice v 4 poljih pod 40 x povečavo. Tripansko modrilo je 
vitalno barvilo, ki zaradi prepustnosti membrane prodre v mrtve celice in jih obarva 
modro, žive celice pa ostanejo neobarvane in so svetle barve. Na ta način preverimo 
viabilnost celične kulture, ki mora biti > 95 %, da je kultura celic ustrezna za izvedbo 
poskusov. Iz števila celic, ki smo jih prešteli, smo izračunali gostoto celic/mL. Gostoto 





] ∗ 5 ∗ 10.000       … (1) 
 
Celice ZFL smo uporabljali do največ 20. pasaže po odmrznitvi, saj se pri višjih 
pasažah spremenijo morfogenetske lastnosti celic in hkrati zmanjša encimska aktivnost 
(povzeto po navodilih 10G-Pos04-03, Gojenje celičnih kultur, laboratorija GEN). 
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3.2.1 Določanje živosti celic ZFL po izpostavitvi citostatikom – MTS test 
 
Vpliv posameznih citostatikov in njihovih kombinacij na živost celic ZFL smo določali 
s testom MTS. Test MTS je kvantitativna kolorimetrična metoda za določanje 
proliferacije, citotoksičnosti in živosti suspenzijskih in pritrjenih celic. Primerna je za 
proučevanje vpliva brezbarvnih snovi, ki ne motijo absorbance oziroma snovi, ki niso 
sestavljene iz delcev, ki bi sipali svetlobo. MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazol) se ob prisotnosti živih celic pretvori 
v vodotopen formazan. Pretvorbo katalizirajo mitohondrijski dehidrogenazni encimi. 
Količino nastalega formazana merimo z absorbanco pri 490 nm in je sorazmerna 





Celice smo prešteli po prej opisanem postopku in določeno število celic (40.000 
celic/mL oziroma 8000 celic/luknjico) nasadili na prozorne mikrotiterske plošče s 96 
vdolbinami (Nunclon, 96-well). Plošče smo za 24 ur inkubirali na 28 °C, da so se celice 
pritrdile na podlago. Naslednji dan smo odstranili gojišče in ga nadomestili z gojiščem, 
ki je vsebovalo ustrezno koncentracijo citostatika. Vsako koncentracijo citostatika 
oziroma kombinacije citostatikov smo testirali v petih paralelkah. Kot negativno 
kontrolo smo uporabili celično gojišče, ki je vsebovalo isto količino topila (DMSO) kot 
izpostavljene celice. Celice smo posameznim citostatikom izpostavili za 24, 48 in 72 ur, 
njihovi kompleksni mešanici pa 72 ur. Po končani izpostavitvi, smo v vsako luknjico 
dodali 40 μl mešanice MTS in PMS (fenazin metosulfat), ki smo jo pripravili tik pred 
uporabo. Raztopini MTS in PMS smo do uporabe hranili pri -20 °C zaščiteni pred 
svetlobo. Tik pred uporabo smo ju zmešali v razmerju 20 : 1 (2ml MTS + 100 μl PMS). 
 
Po 3-urni inkubaciji na 28 °C smo izmerili absorbanco pri 490 nm s 
spektrofluorimetrom (Synergy Mx, BioTek, Winooski, ZDA). Iz dobljenih vrednosti 
smo izračunali preživetje izpostavljenih celic glede na kontrolno skupino. Poskus smo 
izvedli v treh neodvisnih ponovitvah za vsako koncentracijo oziroma kombinacijo. Kot 
pozitivno kontrolo smo uporabili etopozid (ET; 1 mg/L) (povzeto po navodilih 10G-
Pos05-01, MTS test, laboratorija GEN). 
 
Živost celic smo določili s primerjavo vrednosti absorbance (490 nm), ki smo jo 
izmerili za celice, ki so bile izpostavljene citostatikom z vrednostmi, ki smo jih izmerili 
za kontrolne celice. Predstavili smo jih kot odstotek živosti celic glede na kontrolno 
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skupino  (%) ± SD. Studentov t-test (*p < 0,05) smo uporabili za primerjavo živosti 
izpostavljneih celic z neizpostavljneimi celicami (kontrola topila).  
3.2.2 Določanje genotoksičnega delovanja citostatikov na celice ZFL 
 
Genotoksično aktivnosti citostatikov smo ugotavljali s testoma komet in mikronukleus.  
3.2.2.1 Test komet 
 
Test komet ali elektroforeza posamezne celice (SCGE; iz ang. single-cell gel 
electrophoresis) je enostavna, hitra in zelo občutljiva tehnika za zaznavanje DNA 
poškodb na nivoju posamezne eukariontske celice. Tipi poškodb, ki jih lahko zaznamo s 
to metodo, so dvoverižni prelomi DNA (DSB; iz ang. double-strand breaks) in 
enoverižni prelomi (SSB; iz ang. single-strand breaks), pa tudi prehodni SSB in alkalno 
labilna mesta (ASL; iz ang. alkali labile sites), ki nastanejo kot intermediati pri 
izrezovanju poškodovanih delov DNA s popravljalnimi mehanizmi. 
 
Test komet zahteva predhodno vrednotenje citotoksičnosti z enim izmed standardnih 
testov citotoksičnosti in naj bi bil izveden pri koncentracijah testnih substanc, ki ne 
zmanjšajo živosti celic za več kot 25 %. V vsak poskus vključimo tudi pozitivno in 
negativno kontrolo, da preverimo odzivnost testnega modela (Žegura in Filipič, 2004). 
 
Prednost metode komet je, da omogoča zaznavo že zelo majhnega števila DNA 
poškodb, ne zahteva velikega števila celic na posamezen vzorec, je hitra, preprosta, 
poceni in ne zahteva velikih količin testne substance (Tice in sod., 2000). 
 
Pri testu komet so celice vpete v agarozni gel na objektnem stekelcu, lizirane z 
detergentom in raztopino visoke koncentracije soli pri pH 10,0, ter za kratek čas 
izpostavljene električnemu polju v alkalnih pogojih pH > 13,0. Med liziranjem se 
znebimo vseh celičnih vsebin, razen  nukleotidov s super-zvito deoksiribonukleinsko 
kislino (DNA; iz ang deoxyribonuclic acid). Ob izpostavitvi alkalni raztopini se začne 
DNA razvijati na mestih prelomov verig. DNA zaradi negativnega naboja potuje proti 
pozitivnemu polu. Odvita in poškodovana DNA potuje proti anodi hitreje kot 
nepoškodovana DNA. Zato se pri DNA celic z več poškodbami pokaže povečana 
migracija DNA od nukleoidov proti anodi, kar da izgled kometa (Slika 8). Nukleoidi so 
potem barvani s fluorescentnim barvilom etidijevim bromidom, ki se veže na DNA. 
DNA poškodbe so kvantificirane s pomočjo računalniškega progarma za analizo slike, 
tako imenovanih kometov s pomočjo fluorescenčnega mikroskopa (Tice in sod., 2000; 
Žegura in Filipič, 2004; Azqueta in Collins, 2013). 
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Slika 8: Migracija celične DNA, obarvane z etidijevim bromidom, v testu komet (Foto: Matjaž 
Novak). 
Priprava raztopin in reagentov  
 
1. Agaroza: 1 % NMP in 1 % LMP 
NMP (iz ang. normal melting point; 100 mg na 10 mL) in LMP (iz ang. low melting 
point; 100 mg na 10 mL) agarozi smo raztopili v 1x PBS, ob mešanju in segrevanju (v 
mikrovalovni pečici) do vrelišča. Tako pripravljeno agarozo smo med poskusom po 
potrebi ponovno segreli. 
 
2. Raztopina za liziranje 
Raztopino za liziranje smo pripravili tik pred uporabo. Za 1 L raztopine za liziranje 
potrebujemo 146,1 g NaCl, 37,2 g Na2EDTA in 1,21 g Tris-HCl, ki jih raztopimo v 750 
mL destilirane vode (dH2O) ob mešanju in rahlem segrevanju ter dopolnimo do 1000 
mL. pH raztopine smo uravnali na 10,0 z 10 M NaOH raztopino ali pa z dodajanjem 
HCl. Do uporabe smo raztopino shranili na 4 °C. Tik pred uporabo pa smo raztopini 
dodali še Triton X-100 (1 mL na 100 mL raztopine za liziranje) in mešali vsaj 15 minut, 
da se je detergent raztopil. 
 
3. Pufer za elektroforezo 
Pufer smo pripravili tik pred uporabo. Založni raztopini 10 M NaOH in 0,2 M EDTA 
smo pripravili vnaprej in ju shranili; NaOH na sobni temperaturi, EDTA pa pri 4 °C. Za 
1 L pufra potrebujemo 30 mL NaOH (10 mM) in 5 mL EDTA (0,2 M), ki ju dodamo v 
900 mL dH2O, ter dopolnimo volumen do 1 L. Pufer ima pH > 13,0.  
 
4. Pufer za nevtralizacijo 
Pufer smo pripravili tik pred uporabo. Za 1 L pufra dodamo 48,88 g 0,4 M Tris v dH2O. 
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5. Fluorescenčno barvilo – etidijev bromid 
Etidijev bromid je interkalirajoče barvilo, ki se bolje veže na dvoverižne nukleinske 
kisline kot na enoverižne (Collins, 2004). Etidijev bromid (5 μg/mL; ekscitacija in 




Priprava celic: Celice (100.000 celic/luknjico) smo v 1 mL gojišča dan pred tretiranjem 
nasadili na gojitveno ploščo z 12 luknjicami (Corning Costar Corporation, New York, 
ZDA). Po 24 urah inkubacije na 28 °C, ko so se celice pritrdile na podlago, smo 
odstranili gojišče in ga zamenjali z gojiščem, ki je vsebovalo ustrezne koncentracije 
citostatikov oziroma s svežim gojiščem, ki je predstavljajo negativno kontrolo. Za 
pozitivno kontrolo smo uporabili BaP (50 μM). Vsako koncentracijo citostatika oziroma 
kombinacije citostatikov smo testirali v treh neodvisnih poskusih. Po 72 urah inkubacije 
na 28 °C smo izvedli test komet. Celicam smo odstranili gojišče in jih sprali z 1 % PBS. 
Nato smo celice odlepili od podlage z encimom tripsinom, katerega delovanje smo po 
2-3 minutah inkubacije na 28 °C ustavili z dodanim gojiščem, ki je vsebovalo FBS. FBS 
ustavi delovanje encima. Celično suspenzijo smo nato prenesli v 1,5 mL 
mikrocentrifugirke ter jih centrifugirali (5 minut pri 1200 obratih/minuto). Po 
centrifugiranju smo celicam odstranili supernatant, jih resuspendirali v svežem celičnem 
gojišču s 5 % FBS. 
 
Priprava stekelc in nanos celic: Za test komet smo uporabili objektna stekelca, peskana 
po celi površini (Surgipath, Združeno kraljestvo), ki smo jih razmastili z metanolom in 
posušili z ožiganjem. Na stekelca smo nanesli prvo plast 1 % NMP agaroznega gela in 
ga pokrili s krovnim stekelcem ter objektnik položili za 5 minut na hladno, da se je 
agaroza strdila. Nato smo odstranili krovnike in nanesli drugo plast, ki je vsebovala 1 % 
LMP agaroze, pomešane s prej pripravljeno suspenzijo izpostavljenih oziroma 
kontrolnih celic. Agarozo smo ponovno prekrili s krovnikom, da smo izravnali površino 
in stekelca pustili na hladnem, dokler se ni agaroza strdila. Nato smo krovnike previdno 
odstranili (Collins, 2004; Žegura in Filipič, 2004). 
 
Liziranje celic: Korak liziranja celic poteka v temi pri 4 °C. Objektna stekelca smo 
položili v kadičko s hladno (4 °C) raztopino za liziranje celic, ki smo ji tik pred tem 
dodali Triton X-100. Celice smo v tej raztopini najmanj 60 minut inkubirali na 4 °C. 
 
Odvijanje DNA ali alkalna denaturacija (pH > 13) in elektroforeza: Stekelca smo 
naključno postavili enega zraven drugega v elektroforetsko kadičko tako, da so vsi geli 
obrnjeni v isto smer. Prazna mesta smo zapolnili s praznimi stekelci in na ta način 
zagotovili homogenost električnega polja. Kadičko smo napolnili s sveže pripravljenim, 
na 4 °C ohlajenim elektroforetskim alkalnim pufrom (pH > 13). Alkalno odvijanje je 
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potekalo 20 minut. Sledila je 20 minutna elektroforeza na 4 °C v istem pufru, kjer smo 
jedra celic v agaroznem gelu izpostavili električnemu polju pri napetosti 25 V in toku 
300 mA (0,5-1 V/cm). 
 
Nevtralizacija baze: Korak nevtralizacije poteka v temi. Po končani elektroforezi smo 
stekelca previdno vzeli iz elektroforetske kadičke in jih, ko je iz njih odtekel alkalni 
pufer, zložili v kad s pufrom za nevtralizacijo (pH 7,5), ohlajenim na 4 °C, kjer smo jih 
pustili  15 minut na 4°C v temi. 
 
Shranjevanje: Preparate smo do ovrednotenja shranili v kadičkah z vlažno atmosfero , 
da smo preprečili izsušitev agaroznih gelov. Kadičke smo shranili na 4 °C in preparate 
ovrednotili najkasneje v 10 dneh. 
 
Barvanje DNA in vizualizacija jeder: Jedra celic v agaroznih gelih smo pred 
mikroskopiranjem barvali z etidijevim bromidom s koncentracijo 5 μg/mL in prekrili z 
objektnim stekelcem. Jedra celic, ki imajo po izpostavitvi električnemu polju obliko 
kometa, smo ovredntili s pomočjo fluorescenčnega mikroskopa (Nikon Eclipse E800, 
Japonska) s fluorescenčno svetlobo (Nikon HB-10104AF, Japonska) pri 400-kratni 
povečavi (objektiv: 40x). Ekscitacijski filter za etidijev bromid je 515-560 nm, barierni 
pa 590. S pomočjo CCD kamere (Hitachi Denshi, Japonska) smo slike prenesli na 
računalnik. Poškodbe DNA kometov smo ovrednotili s pomočjo računalniškega 
programa Comet Assay IV (Perceptive Instruments Ltd., UK). Za vsak vzorec smo 
naključno izbrali in ovrednotili 50 jeder (Collins, 2004; Žegura in Filipič, 2004). 
 
Meritev oziroma ovrednotenje kometov: Komet je sestavljen iz glave in repa. Izmerimo 
lahko različne parametre, med katerimi je najbolj uporabljen % DNA v repu, ki nam 
pove odstotek DNA, ki je v repu. Med najpogosteje uporabljenimi parametri je tudi 
dolžina repa, ki nam pove razdaljo od glave do konca repa; dolžina je daljša pri bolj 
poškodovanih jedrih. Kot parametri za določanje poškodovanosti jeder se uporabljajo 
tudi različni momenti, najpogosteje Olivin (Olive in sod., 1990) in razširjen moment, ki 
so produkt med odstotkom DNA in dolžino repa (Žegura in Filipič, 2004). 
 
V naši nalogi smo rezultate prikazali kot odstotek DNA v repu. Čim bolj so jedra 
poškodovana, tem več DNA prepotuje v električnem polju v takoimenovan rep kometa. 
Za statistično obdelavo podatkov smo uporabili program Graph Pad Prism 5 (Graph Pad 
Software, La Jolla, ZDA). Z enosmerno analizo variance (ANOVA) smo določili 
statistično značilno razliko med kontrolnimi in izpostavljenini skupinami (Dunnett post 
test, *p < 0,05; ** p < 0,01; ***p < 0,001). 
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3.2.2.2 Test mikrojeder 
 
Test mikrojeder (CBMN; ang. the cytokinesis-block micronukleus assay) je obširna 
metoda za določanje genomske nestabilnosti na nivoju kromosoma/molekule, pa tudi 
mitotske aktivnosti in citotoksičnosti. Z metodo lahko ugotavljamo prelome, 
prerazporeditve, izgubo in neločevanje kromosomov, amplifikacijo genov, nekrozo ali 
apoptozo celic (Fenech, 2006). S testom mikrojeder ugotavljamo, ali določena snov 
povzroča nastanek mikrojeder, nukleoplazemskih mostičkov ali jedrnih brstov v celicah. 
Kvantifikacija je omejena na celice, ki so se le enkrat delile. Takšne celice prepoznamo 
po dvojedrnem izgledu, ki nastane zaradi s citohalazinom C inhibirane citokineze. S 
štetjem celic, vključno z nekrotičnimi in apoptotskimi celicami, in pa številom jeder v 
posamezni celici (enojedrne, metastatske, anafazne, dvojedrne, mnogojedrne celice) pa 
s tem testom merimo tudi citotoksičnost in mitotsko aktivnost celic. Mikrojedra (MN; 
ang. micronucleus) nastanejo kot fragmenti kromosomov (klastogenost) ali celih 
kromosomov (aneugenost) (Parry in sod., 1995), ki zaostanejo v anafazi celične delitve 
(Slika 9A). Nukleoplazemski mostički (NPBs; ang. nucleoplasmic bridges) izražajo 
prerazporeditve kromosomov in nastanejo, ko centromere dicentričnih kromosomov ali 
kromatid potujejo na nasprotne celične pole v anafazi in nakazujejo preureditve 
kromosomov (Slika 9B). Dicentrične anafazne mostičke sicer redko opazimo, saj se ti 
med citokinezo in tvorbo dveh hčerinskih celic pretrgajo, vendar pa se pri CBMN testu 
ohranijo, ker je citokineza inhibirana. Jedrni brsti (NBUD; ang. buds) nastanejo kot 
posledica amplifikacije oziroma ojačanja genov. Amplifikacija DNA je selektivno 
locirana na določenih mestih na obrobju jedra in se izloči v obliki jedrnih brstov, ki 
lahko med S-fazo tvorijo mikrojedra (Slika 9C). Jedrni brsti imajo enako morfologijo 
kot mikrojedra, le, da so z jedrom povezani z ozkim ali širokim pecljem 
nukleoplazemskega materiala (Fenech, 2006; povzeto po navodilih 10G-Pos20-01, 
TEST MIKROJEDER, laboratorija GEN). 
 
 
Slika 9: Fotomikrografije primerov celic v testu mikrojeder: (A) dvojedrna celica z MN, (B) 
dvojedrna celica z NPB in MN, (C) dvojedrna celica z NBUDs (Fenech, 2006). 
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Dan pred testom smo nasadili 500.000 celic v T-25 plastenke in jih inkubirali na 28 °C. 
Po 24 urah smo celicam odstranili gojišče in ga zamenjali s svežim, ki je vsebovalo 
ustrezno koncentracijo citostatikov oziroma kombinacije citostatikov. Pripravili smo 
tudi negativno kontrolo – celice, ki smo jim gojišče nadomestili s svežim gojiščem brez 
citostatikov, in pa dve pozitivni kontroli – celice, ki smo jim v sveže gojišče dodali 
benzo(a)piren (BaP; 10 μM), in celice, ki smo jim dodali etopizid (ET; 100 μg/L). Po 
72-urni inkubaciji na 28 °C smo odstranili gojišče in celice 2-krat sprali z 1x PBS. 
Dodali smo jim sveže gojišče s citohalazinom B1 (2 mg/L) in jih inkubirali naslednjih 
48 ur na 28 °C.  Po končani inkubaciji s citohalazinom smo odstranili gojišče in ga 
spravili v 15 ml centrifugirko. Celice smo sprali z 1x PBS in tudi tega odpipetirali v prej 
omenjeno ustrezno centrifugirko. Nato smo celice odlepili s tripsinom, katerega 
delovanje smo po 2-3 minutah ustavili z dodatkom gojišča iz centrifugirke. Suspenzijo 
celic smo zbrali v prej omenjeni centrifugirki in celice centrifugirali pri 4 °C (5 minut 
pri 1000 obratov/minuto). Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in celice 
resuspendirali oziroma sprali z 1x PBS, ter ponovno centrifugirali na 4 °C (5 minut pri 
1000 obratih/minuto). Po drugi centrifugiranju smo odstranili skoraj ves supernatant in 
v preostanku resuspendirali celice, ki smo jim nato po kapljicah dodali hladni (+ 4 °C) 
75 mM KCl, da so celice nabreknile (hipotonija), nežno premešali vsebino in po največ 
5 minutah celice ponovno centrifugirali na 4 °C (5 minut pri 800 obratih/minuto). 
Odstranili smo del supernatanta in previdno resuspendirali celice. S kapalko smo po 
kapljicah dodali Karnolijev fiksativ (metanol:ocetna kislina; 3 : 1) in formaldehid. 
Vsebino smo narahlo premešali z obrčanjem in centrifugirali na 4 °C (5 minut pri 800 
obratih/minuto). Po končanem centrifugiranju smo odstranili supernatant, resuspendirali 
celice in še dvakrat ponovili fiksiranje s Karnolijevim fiksativom. Po zadnjem fiksiranju 
smo celice resuspendirali in razredčili v fiksativu do primerne gostote. Celično 
suspenzijo smo nanesli na stekelca, ki so bila predhodno namočena v eter. Preparate 
smo zakodirane spravili v temno škatlo in do štetja shranili na sobni temperaturi. Cel 
postopek smo vzporedno delali za vse vzorce. Vsako koncentracijo citostatika oziroma 
kombinacije citostatikov smo testirali v dveh paralelkah. 
 
Tik pred štetjem smo preparate barvali z barvilom akridin oranžnim (akridin-3,6-
diamin; AO; 10 μg/ml) in jedra ovrednotili pod flourescenčnim mikroskopom. Akridin 
oranž da rdečo fluorescenco enoverižnim nukleinskim kislinam in rumeno-zeleno 
fluorescenco dvoverižnim nukleinskim kislinam (Collins, 2004; povzeto po navodilih 
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MN, NPB in BUDs  smo šteli samo v dvojedrnih celicah, pri katerih smo jasno videli 
mejo citoplazme. V dvojedrnih celicah smo šteli le MN, ki so bila okrogle ali ovalne 
oblike brez ostrih robov. Njihova velikost ni smela presegati ¼ glavnega jedra. Njihova 
barva je bila enaka ali temnejša od glavnih dveh jeder. MN je moral biti od jedra 
popolnoma odcepljen in od glavnih jeder oddaljen največ 2 premera glavnega jedra. 
Celic z dvema glavnima jedroma in ogromno manjših nismo šteli, ker so najverjetneje 
predstavljale apoptotska telesca. V eni ponovitvi vsakega vzorca smo prešteli 1000 
dvojedrnih celic. 
 
Na vsakem preparatu smo prešteli tudi število eno- (M1), dvo- (M2) in več-jedrnih celic 
(M3) in določili delitveni indeks celic (NDI; iz ang. nuclear division index), ki nam 
pove, ali je preiskovana snov vplivala na delitveni cikel celic. Prešteli smo 500 celic 
(N). 
 
NDI (nuclear division index) = (M1+2*M2+3*M3)/N (povzeto po navodilih 10G-
Pos20-01, TEST MIKROJEDER, laboratorija GEN) 
 
Za statistično obdelavo podatkov smo uporabili program Graph Pad Prism 5 (Graph Pad 
Software, La Jolla,ZDA). Statistično značilno razliko izmerjenih parametrov testa 
mikrojeder smo izračunali s testom chi2 (P < 0.05). 
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4.1 CITOTOKSIČNO IN GENOTOKSIČNO DELOVANJE CITOSTATIKOV  
 
V prvem delu magistrske naloge smo na jetrni celični liniji rib cebric (Danio rerio; ZFL 
celice) proučevali citotoksično in genotoksično delovanje štirih citostatikov, ki spadajo 
med najpogosteje uporabljena zdravila za zdravljenje rakavih obolenj, in sicer 5-
fluorouracil (5-FU), cisplatin (CDDP), ciklofosfamid (CP) in ifosfamid (IF). 
4.1.1 Vpliv citostatikov na živost in proliferacijo celic ZFL 
 
Vpliv izbranih citostatikov na živost in proliferacijo jetrnih celic ZFL smo raziskali s 
pomočjo testa MTS. Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam 
proučevanega citostatika (0,29; 0,59; 1,17; 2,34; 4,69; 9,38; 18,75; 37,50; 75,00 in 
150,00 mg/L) za 24, 48 in 72 ur. Rezultati so prikazani na Slikah 9-12. 
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4.1.1.1 5-Fluorouracil (5-FU) 
 
Slika 10: Vpliv 5-fluorouracila (5-FU) na živost in proliferacijo celic ZFL. 
 
Celice ZFL so bile izpostavljene 5-FU (0,29; 0,59; 1,17; 2,34; 4,69; 9,38; 18,75; 37,50; 
75,00 in 150,00 mg/L) za 24, 48 in 72 ur. Živost celic smo po določenem časovnem 
intervalu določili s testom MTS.  Rezultati so podani kot srednje vrednosti treh 
neodvisnih poskusov ± 95 % interval zaupanja, prikazani kot log krivulje odvisnosti od 
koncentracije živosti celic pri različnih časih izpostavitve. 
 
Iz rezultatov (Slika 10) je razvidno, da je 5-fluorouracil na živost celic ZFL vplival v 
odvisnosti od koncentracije in časa izpostavitve. Po 24 urah je živost celic znižal za 30 
% pri koncentracijah ≥ 18,75 mg/L, po 48 urah pa smo pri koncentraciji 4,69 mg/L 
izmerili za približno 35 % zmanjšano preživelost celic v primerjavi s kontrolno skupino. 
5-fluorouracil je po 72 urah od koncentracije značilno zmanjšal preživelost celic, in 
sicer pri koncentraciji 2,34 mg/L za približno 40 %, medtem ko pri koncentraciji 1,17 
mg/L še nismo opazili pomembnega vpliva na celice ZFL. Pri koncentraciji 4,68 mg/L 
je bila preživelost zmanjšana za približno 50 %, pri koncentracijah 9,38 in 18,75 mg/L 
za približno 60 %, medtem ko je pri najvišji testirani koncentraciji preživelo le 30 % 
celic. 
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4.1.1.2 Cisplatin (CDDP) 
 
Slika 11: Vpliv cisplatina (CDDP) na živost in proliferacijo celic ZFL. 
Celice ZFL so bile izpostavljene CDDP (0,29; 0,59; 1,17; 2,34; 4,69; 9,38; 18,75; 
37,50; 75,00 in 150,00 mg/L) za 24, 48 in 72 ur. Živost celic smo po določenem 
časovnem intervalu določili s testom MTS. Rezultati so podani kot srednje vrednosti 
treh neodvisnih poskusov ± 95 % interval zaupanja, prikazani kot log krivulje 
odvisnosti od koncentracije živosti celic pri različnih časih izpostavitve. 
 
S Slike 11 je razvidno, da je cisplatin po 24, 48 in 72 urah v odvisnosti od koncentracije 
zmanjšal živost celic ZFL, ki se med samimi časovnimi intervali ni bistveno 
razlikovala. Po 24 in 48 urah smo pri koncentraciji 9,38 mg/L izmerili približno za 40 % 
zmanjšano živost celic ZFL v primerjavi s kontrolno skupino, medtem ko je bila po 72 
urah pri tej koncentraciji živost zmanjšana približno za 60 %. Pri koncentraciji 18,75 
mg/L smo zaznali zmanjšano živost celic za približno 65 oziroma 70 % po 24 oziroma 
48 urah, medtem ko je bila po 72 urah živost zmanjšana za več kot 85 %. Pri višjih 
testiranih koncentracijah je preživelo manj kot 10 % celic. 
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4.1.1.3 Ciklofosfamid (CP) 
 
Slika 12: Vpliv ciklofosfamida (CP) na živost in proliferacijo celic ZFL. 
Celice ZFL so bile izpostavljene CP (0,29; 0,59; 1,17; 2,34; 4,69; 9,38; 18,75; 37,50; 
75,00 in 150,00 mg/L) za 24, 48 in 72 ur. Živost celic smo po določenem časovnem 
intervalu določili s testom MTS.  Rezultati so podani kot srednje vrednosti treh 
neodvisnih poskusov ± 95 % interval zaupanja, prikazani kot log krivulje odvisnosti od 
koncentracije živosti celic pri različnih časih izpostavitve. 
 
Ciklofosfamid je pri vseh časovnih intervalih imel približno enak vpliv na živost celic 
ZFL. S Slike 12 je razvidno, da smo pri koncentracijah 75 in 150 mg/L zaznali le 
približno za 25 % zmanjšano živost celic v primerjavi s kontrolno skupino, medtem ko 
pri nižji koncentracijah CP ni značilno vplival na preživelost celic ZFL. 
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4.1.1.4 Ifosfamid (IF) 
 
Slika 13: Vpliv ifosfamida (IF) na živost in proliferacijo celic ZFL. 
Celice ZFL so bile izpostavljene IF (0,29; 0,59; 1,17; 2,34; 4,69; 9,38; 18,75; 37,50; 
75,00 in 150,00 mg/L) za 24, 48 in 72 ur. Živost celic smo po določenem časovnem 
intervalu določili s testom MTS.  Rezultati so podani kot srednje vrednosti treh 
neodvisnih poskusov ± 95 % interval zaupanja, prikazani kot log krivulje odvisnosti od 
koncentracije živosti celic pri različnih časih izpostavitve. 
 
Rezultati (Slika 13) so pokazali, da je ifosfamid po 24 urah pri koncentracijah 75 in 150 
mg/L zmanjšal preživelost ZFL celic za približno 20 %, medtem ko nižje koncentracije 
niso pomembno vplivale na živost celic. Po 48 urah smo pri koncentracijah ≥ 0,59 mg/L 
izmerili za približno 25 % zmanjšano živost v primerjavi s kontrolno skupino, le pri 150 
mg/L je bil vpliv nekoliko večji, kjer je bila živost zmanjšana za približno 35 %. Po 72 
urah izpostavitve celic ZFL IF lahko opazimo, da sta koncentraciji 75 in 150 mg/L 
zmanjšali preživelost celic v odvisnosti od koncentracije, in sicer za približno 25 %. 
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4.1.2 Vpliv citostatikov na nastanek verižnih prelomov DNA pri celicah ZFL 
 
Genotoksično delovanje izbranih citostatikov (0,01; 0,1 in 1 mg/L) smo na jetrnih 
celicah ZFL proučevali s testom komet po 72 urah izpostavitve. Rezultati so prikazani 
na Slikah 13-16. 
 
4.1.2.1 5-fluorouracil (5-FU) 
 
Slika 14: Vpliv 5-FU na nastanek poškodb DNA pri celicah ZFL. 
 
Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam 5-FU (0,01, 0,1 in 1 mg/L) za 72 
ur in nato izvedli test komet. BaP (50 μM) smo uporabili kot pozitivno kontrolo. 
Rezultati so prikazani kot povprečje % DNA v repu iz treh neodvisnih poskusov in so 
prikazani kot okvirji z ročaji. Spodnji del okvirja določa prvi kvartil, prečka v okvirju 
prikazuje drugi kvartil oziroma mediano, zgornji del okvirja pa prikazuje tretji kvartil. 
95 % meja zaupanja je prikazana s spodnjim in zgornji ročajem. Razlike med celicami, 
izpostavljenim 5-FU, in kontrolno skupino smo analizirali z enosmerno analizo variance 
(ANOVA, Kruskal-Wallis). Za primerjavo median odstotka DNA v repu smo uporabili 
test Dunnet (****) p < 0,0001, ki prikazuje statistično značilno razliko v primerjavi s 
kontrolo. 
 
5-fluorouracil je po 72 urah izpostavitve od koncentracije statistično značilno povišal 
nastanek poškodb DNA že pri 0,01 mg/L (Slika 14). 
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4.1.2.2 Cisplatin (CDDP) 
 
Slika 15: Vpliv CDDP na nastanek poškodb DNA pri celicah ZFL. 
Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam CDDP (0,01, 0,1 in 1 mg/L) za 72 
ur in nato izvedli test komet. BaP (50 μM) smo uporabili kot pozitivno kontrolo. 
Rezultati so prikazani kot povprečje % DNA v repu iz treh neodvisnih poskusov in so 
prikazani kot okvirji z ročaji. Spodnji del okvirja določa prvi kvartil, prečka v okvirju 
prikazuje drugi kvartil oziroma mediano, zgornji del okvirja pa prikazuje tretji kvartil. 
95 % meja zaupanja je prikazana s spodnjim in zgornji ročajem. Razlike med celicami, 
izpostavljenim CDDP, in kontrolno skupino smo analizirali z enosmerno analizo 
variance (ANOVA, Kruskal-Wallis). Za primerjavo median odstotka DNA v repu smo 
uporabili test Dunnet (****) p < 0,0001, ki prikazuje statistično značilno razliko v 
primerjavi s kontrolo. 
 
Cisplatin je po 72 urah izpostavitve statistično značilno povišal količino poškodb DNA 
pri koncentracijah 0,1 in 1 mg/L v primerjavi s kontrolno skupino (Slika 15). 
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4.1.2.3 Ciklofosfamid (CP) 
 
Slika 16: Vpliv CP na nastanek poškodb DNA pri celicah ZFL. 
Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam CP (0,01, 0,1, 1 in 10 mg/L) za 72 
ur in nato izvedli test komet. BaP (50 μM) smo uporabili kot pozitivno kontrolo. 
Rezultati so prikazani kot povprečje % DNA v repu iz treh neodvisnih poskusov in so 
prikazani kot okvirji z ročaji. Spodnji del okvirja določa prvi kvartil, prečka v okvirju 
prikazuje drugi kvartil oziroma mediano, zgornji del okvirja pa prikazuje tretji kvartil. 
95 % meja zaupanja je prikazana s spodnjim in zgornji ročajem. Razlike med celicami, 
izpostavljenim CP, in kontrolno skupino smo analizirali z enosmerno analizo variance 
(ANOVA, Kruskal-Wallis). Za primerjavo median odstotka DNA v repu smo uporabili 
test Dunnet (*) p < 0,05 in (****) p < 0,0001, ki prikazuje statistično značilno razliko v 
primerjavi s kontrolo. 
 
Ciklofosfamid po 72 urah izpostavitve ni povišal količine poškodb DNA (Slika 16).  
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4.1.2.4 Ifosfamid (IF) 
 
Slika 17: Vpliv IF na nastanek poškodb DNA pri celicah ZFL. 
Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam IF (0,01, 0,1, 1 in 10 mg/L) za 72 
ur in nato izvedli test komet. BaP (50 μM) smo uporabili kot pozitivno kontrolo. 
Rezultati so prikazani kot povprečje % DNA v repu iz treh neodvisnih poskusov in so 
prikazani kot okvirji z ročaji. Spodnji del okvirja določa prvi kvartil, prečka v okvirju 
prikazuje drugi kvartil oziroma mediano, zgornji del okvirja pa prikazuje tretji kvartil. 
95 % meja zaupanja je prikazana s spodnjim in zgornji ročajem. Razlike med celicami, 
izpostavljenim IF, in kontrolno skupino smo analizirali z enosmerno analizo variance 
(ANOVA, Kruskal-Wallis). Za primerjavo median odstotka DNA v repu smo uporabili 
test Dunnet (**) p < 0,01, (***) p < 0,001 in (****) p < 0,0001, ki prikazuje statistično 
značilno razliko v primerjavi s kontrolo. 
 
Ifosfamid je po 72 urah izpostavitve povišal količino poškodb DNA, ki so se statistično 
značilno od kontrolne skupine razlikovale pri koncentracijah 0,01, 1 in 10 mg/L, 
medtem ko je bila količina poškodb DNA v primerjavi s kontrolno skupino tudi pri 
koncentarciji 0,1 mg/L povišana, vendar se ni statistično značilno razlikovala od 
kontrole (Slika 17). 
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4.1.3 Vpliv citostatikov na genomsko stabilnost celic ZFL 
 
Vpliv izbranih citostatikov na genomsko stabilnost celic ZFL smo proučevali s testom 
mikrojeder z ustavitvijo citokineze (CBMN test; v nadaljevanju test mikrojeder). Celice 
smo za 72 ur izpostavili različnim koncentracijam (0,01; 0,1 in 1 mg/L) citostatikov. 
Rezultati so prikazani na Slikah 17-24. 
4.1.3.1 5-fluorouracil (5-FU)  
 
Rezultati (Slika 18) so pokazali, da 5-FU po 72 urah izpostavitve ni statistično značilno 
vplival na genomsko stabilnost celic ZFL, saj nismo zaznali sprememb v številu 
mikrojeder, nukleoplazmatskih brstičkov oziroma jedrnih brstov v primerjavi s 
kontrolno skupino. Pri najvišji testirani koncentraciji 5-FU (10 mg/L) smo zaznali vpliv 
na delitev celic, kar je razvidno iz statistično značilno zmanjšanega jedrnega delitvenga 
indeksa (Slika 19), zaradi česar nismo mogli ovrednotit števila mikrojeder, 
nukleoplazmatskih mostičkov in jedrnih brstov v dvojedrnih celicah, saj dvojedrnih 
celic skorajda ni bilo. 
 
Slika 18: Vpliv 5-fluorouracila (5-FU) na genomsko stabilnost celic ZFL. 
 
Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam 5-FU (0,01, 0,1 in 1 μg/mL) za 72 
ur in nato izvedli test mikrojeder. BaP (10 μM) in ET (100 µg/L) smo uporabili kot 
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pozitivni kontroli. Poskus smo ponovili v dveh neodvisnih ponovitvah in v vsakem 
poskusu prešteli 1000 dvojedrnih celic, pri katerih smo ovrednotili prisotnost (A-B) 
mikrojeder (MN), (C) nukleoplazmatski mostičkov (NPBs) ter (D) jedrnih brstov 
(NBUDs). Razlike med celicami, izpostavljenimi 5-FU, in kontrolno skupino smo 
analizirali s chi
2 
testom.  * p < 0,05; *** p < 0,001 je statistično značilno povečanje 
števila celic z MNs v primerjavi s kontrolno skupino.  
 
 
Slika 19: Vpliv 5-fluorouracila (5-FU) na jedrni delitveni indeks (NDI) celic ZFL. 
Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam 5-FU (0,01, 0,1, 1 in 10 mg/L) za 
72 ur in nato izvedli test mikrojeder z ustavitvijo citokineze. BaP (10 μM) in ET (100 
µg/L) smo uporabili kot pozitivni kontroli. Prešteli smo tudi 500 celic, pri katerih smo 
določili, ali imajo eno, dve ali več jeder ter na podlagi števila jeder izračunali jedrni 
delitveni indeks (NDI). Razlike med celicami, izpostavljenim 5-FU, in kontrolno 
skupino smo analizirali s chi
2
 testom.  *** p < 0,001 je statistično znižanje NDI v 
primerjavi s kontrolno skupino. 
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4.1.3.2 Cisplatin (CDDP) 
 
Cisplatin po 72-urni izpostavitvi ni povišal števila mikrojeder pri celicah ZFL, medtem 
ko je prišlo do povišanja števila jedrnih brstov, vendar se številno ni statistično značilno 
razlikovalo od kontrolne skupine (Slika 20). Na delitveni indeks (NDI) izpostavljensot 
CDDP ni vplivala (Slika 21). 
 
 
Slika 20: Vpliv cisplatina (CDDP) na genomsko stabilnost celic ZFL. 
Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam CDDP (0,01, 0,1 in 1 mg/L) za 72 
ur in nato izvedli test mikrojeder. BaP (10 μM) in ET (100 µg/L) smo uporabili kot 
pozitivni kontroli. Poskus smo ponovili v dveh neodvisnih ponovitvah in v vsakem 
poskusu prešteli 1000 dvojedrnih celic, pri katerih smo ovrednotili prisotnost 
mikrojeder (MN), nukleoplazmatski mostičkov (NPBs) ter jedrnih brstov (NBUDs). 
Razlike med celicami, izpostavljenimi CDDP, in kontrolno skupino smo analizirali z 
chi
2 
testom.  * p < 0.05; *** p < 0,001 je statistično značilno povečanje števila celic z 
MNs v primerjavi s kontrolno skupino. 
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Slika 21: Vpliv cispltina (CDDP) na jedrni delitveni indeks (NDI) celic ZFL. 
Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam CDDP (0,01, 0,1 in 1 mg/L) za 72 
ur in nato izvedli test mikrojeder z ustavitvijo citokineze. BaP (10 μM) in ET (100 
µg/L) smo uporabili kot pozitivni kontroli. Prešteli smo tudi 500 celic, pri katerih smo 
določili, ali imajo eno, dve ali več jeder ter na podlagi števila jeder izračunali jedrni 
delitveni indeks (NDI). Razlike med celicami, izpostavljenim CDDP, in kontrolno 
skupino smo analizirali z chi
2
 testom.  
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4.1.3.3 Ciklofosfamid (CP) 
 
Ciklofosfamid po 72-urni izpostavitvi pri testiranih koncentracijah (0,01, 0,1, 1 in 10 
mg/L) ni vplival na genomsko stabilnost celic ZFL, saj nismo zaznali povišanega števila 
mikrojeder, nukleoplazmatskih mostičkov kot tudi ne jedrnih brstov (Slika 22). Prav 
tako CP ni vplival na delitev celic, saj ni prišlo do znižanja NDI (Slika 23). 
 
Slika 22: Vpliv ciklofosfamida (CP) na genomsko stabilnost celic ZFL. 
Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam CP (0,01, 0,1, 1 in 10 mg/L) za 72 
ur in nato izvedli test mikrojeder. BaP (10 μM) in ET (100 µg/L) smo uporabili kot 
pozitivni kontroli. Poskus smo ponovili v dveh neodvisnih ponovitvah in v vsakem 
poskusu prešteli 1000 dvojedrnih celic, pri katerih smo ovrednotili prisotnost 
mikrojeder (MN), nukleoplazmatski mostičkov (NPBs) ter jedrnih brstov (NBUDs). 
Razlike med celicami, izpostavljenimi CP, in kontrolno skupino smo analizirali z chi
2
 
testom. * p < 0,05; *** p < 0,001 je statistično značilno povečanje števila celic z MNs v 
primerjavi s kontrolno skupino. 
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Slika 23: Vpliv ciklofosfamida (CP) na jedrni delitveni indeks (NDI) celic ZFL. 
Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam CP (0,01, 0,1, 1 in 10 mg/L) za 72 
ur in nato izvedli test mikrojeder z ustavitvijo citokineze. BaP (10 μM) in ET (100 
µg/L) smo uporabili kot pozitivni kontroli. Prešteli smo tudi 500 celic, pri katerih smo 
določili, ali imajo eno, dve ali več jeder ter na podlagi števila jeder izračunali jedrni 
delitveni indeks (NDI). Razlike med celicami, izpostavljenim CP, in kontrolno skupino 
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4.1.3.4 Ifosfamid (IF) 
 
S Slike 23 je razvidno, da ifosfamid (0,01, 0,1, 1 in 10 mg/L) ni vplival na genomsko 
stabilnost celic ZFL po 72-urni izpostavitvi, saj nismo zaznali povišanega števila 
mikrojeder, nukleoplazmatskih mostičkov kot tudi ne jedrnih brstov (Slika 24). Prav 
tako IF ni vplival na delitev celic, saj ni prišlo do znižanja NDI (Slika 25). 
 
Slika 24: Vpliv ifosfamida (IF) na genomsko stabilnost celic ZFL. 
Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam IF (0,01, 0,1, 1 in 10 mg/L) za 72 
ur in nato izvedli test mikrojeder. BaP (10 μM) in ET (100 µg/L) smo uporabili kot 
pozitivni kontroli. Poskus smo ponovili v dveh neodvisnih ponovitvah in v vsakem 
poskusu prešteli 1000 dvojedrnih celic, pri katerih smo ovrednotili prisotnost 
mikrojeder (MN), nukleoplazmatski mostičkov (NPBs) ter jedrnih brstov (NBUDs). 
Razlike med celicami, izpostavljenimi IF, in kontrolno skupino smo analizirali z chi
2
 
testom.  * p < 0,05; *** p < 0,001 je statistično značilno povečanje števila celic z MNs 
v primerjavi s kontrolno skupino. 
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Slika 25: Vpliv ifosfamida (IF) na jedrni delitveni indeks (NDI) celic ZFL. 
Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam IF (0,01, 0,1, 1 in 10 mg/L) za 72 
ur in nato izvedli test mikrojeder z ustavitvijo citokineze. BaP (10 μM) in ET (100 
µg/L) smo uporabili kot pozitivni kontroli. Prešteli smo tudi 500 celic, pri katerih smo 
določili, ali imajo eno, dve ali več jeder ter na podlagi števila jeder izračunali jedrni 
delitveni indeks (NDI). Razlike med celicami, izpostavljenim IF, in kontrolno skupino 
smo analizirali s chi
2
 testom.  
4.2 CITOTOKSIČNO IN GENOTOKSIČNO DELOVANJE KOMPLEKSNE 
MEŠANICE CITOSTATIKOV 
 
V drugem delu magistrske naloge smo na jetrni celični liniji rib cebric (Danio rerio; 
ZFL celice) proučevali citotoksično in genotoksično delovanje kompleksne mešanice 
(MIX 1) štirih citostatikov, 5-fluorouracil (5-FU), cisplatin (CDDP), ciklofosfamid (CP) 
in ifosfamid (IF), pri nizkih koncentracijah, ki so bile izmerjene v odpadnih vodah 
Onkološkega inštituta v Ljubljani (Kosjek in sod., 2013; Česen in sod., 2015; Vidmar in 
sod., 2015). Kompleksna mešanica je vsebovala 0.09 µg/L 5-FU, 0.6 µg/L CDDP, 12 
µg/L CP in 10 µg/L IF.  Ker smo pričakovali, da kompleksna mešanica, ki vsebuje štiri 
citostatike v koncentracijah, ki so relevantne za okoljsko izpostavitev, ne bo delovala 
citotoksično kot tudi ne genotoksično, smo poleg navedene kompleksne mešanice 
pripravili še mešanico (MIX 10), ki je vsebovala 10-krat višje koncentracije vseh 
proučevanih citostatikov (0,9 µg/L 5-FU, 6 µg/L CDDP, 120 µg/L CP in 100 µg/L IF). 
Hkrati s kompleksnima mešanicama smo proučevali vpliv posameznih citostatikov pri 
ustreznih koncentracijah, kot so se nahajali v kompleksnih mešanicah. 
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4.2.1 Vpliv kompleksne mešanice citostatikov na živost in proliferacijo celic ZFL 
 
Rezultati so pokazali, da kompleksna mešanica štirih citostatikov (MIX 1) pri 
koncentracijah, ki so relevantne za bolnišnične odpadne vode, ni vplivala na živost celic 
ZFL po 72 urah izpostavitve. Prav tako tudi posamezni citostatiki (0,09 µg/L 5-FU, 0,6 
µg/L CDDP, 12 µg/L CP in 10 µg/L IF) pri ustreznih nizkih koncentracijah niso vplivali 
na proliferacijo celic ZFL (Slika 26). Kompleksna mešanica (MIX 10), ki je vsebovala 
10-krat višje koncentracije citostatikov (0,9 µg/L 5-FU, 6 µg/L CDDP, 120 µg/L CP in 
100 µg/L IF), je statistično značilno žmanjšala živost celic ZFL v primerjavi s kontroln 
skupino (Slika 26), in sicer smo zaznali približno za 25 % zmanjšano živost celic. Prav 
tako so CDDP (6 µg/L), CP (120 µg/L) in IF (100 µg/L) po 72 urah izpostavitve 
statistično značilno vplivali na živost celic ZFL, vendar le-ta ni bila zmanjšana za več 
kot 30 %. 
 
Slika 26: Vpliv kompleksne mešanice štirih citostatikov (5-FU, CDDP, CP in IF) na živost celic 
ZFL. 
Celice ZFL so bile 72 ur izpostavljene kompleksni mešanici štirih citostatikov (MIX 1) 
pri koncentracijah, zaznanih v bolnišničnih odpadnih vodah (0,09 µg/L 5-FU, 0,6 µg/L 
CDDP, 12 µg/L CP in 10 µg/L IF), in kompleksni mešanici (MIX 10) z 10-kratnimi 
koncentracijami citostatikov (0,9 µg/L 5-FU, 6 µg/L CDDP, 120 µg/L CP in 100 µg/L 
IF) ter čistim citostatikom pri ustreznih koncentracijah, kot so se nahajali v obeh 
kompleksnih mešanicah. ET (1 μg/ml) smo uporabili kot pozitivno kontrolo. Živost 
celic smo določili s testom MTS. Rezultati so podani ko srednje vrednosti treh 
neodvisnih poskusov ± STD. (*) Statistično značilna razlika v živosti celic ZFL glede 
na kontrolno skupino (Studentov t-test, p <  0,05). 
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4.2.2 Vpliv kompleksne mešanice citostatikov na nastanek verižnih prelomov 
DNA pri celicah ZFL 
 
Slika 27: Vpliv kompleksne mešanice štirih citostatikov (5-FU, CDDP, CP in IF) na nastanek 
poškodb DNA pri celicah ZFL. 
Celice ZFL smo izpostavili kompleksni mešanici štirih citostatikov (MIX 1) pri 
koncentracijah, zaznanih v bolnišničnih odpadnih vodah (0,09 µg/L 5-FU, 0,6 µg/L 
CDDP, 12 µg/L CP in 10 µg/L IF), in kompleksni mešanici (MIX 10) z 10-kratnimi 
koncentracijami citostatikov (0,9 µg/L 5-FU, 6 µg/L CDDP, 120 µg/L CP in 100 µg/L 
IF) ter čistim citostatikom pri ustreznih koncentracijah, kot so se nahajale v obeh 
kompleksnih mešanicah za 72 ur in nato izvedli test komet. BaP (50 μM) smo uporabili 
kot pozitivno kontrolo. Rezultati so prikazani kot povprečje % DNA v repu iz treh 
neodvisnih poskusov in so prikazani kot okvirji z ročaji. Spodnji del okvirja določa prvi 
kvartil, prečka v okvirju prikazuje drugi kvartil oziroma mediano, zgornji del okvirja pa 
prikazuje tretji kvartil. 95 % meja zaupanja je prikazana spodnjim in zgornji ročajem. 
Razlike med celicami, izpostavljenimi citostatikom, in kontrolno skupino smo 
analizirali z enosmerno analizo variance (ANOVA, Kruskal-Wallis). Za primerjavo 
median odstotka DNA v repu smo uporabili test Dunnet, (*) p < 0,05, (***) p < 0,001 in 
(****) p < 0,0001 prikazuje statistično značilno razliko v primerjavi s kontrolo. 
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Na podlagi rezultatov, ki smo jih dobili s testom komet, lahko opazimo, da je 
kompleksna mešanica (MIX 1 in MIX 10) povzročila od koncentracije odvisno 
povišanje poškodb DNA, ki so se statistično značilno razlikovale od kontrolne skupine. 
Posamezni citostatiki (0,09 µg/L 5-FU, 0,6 µg/L CDDP, 12 µg/L CP in 10 µg/L IF) pri 
ustreznih nizkih koncentracijah kot tudi ne pri 10-krat višjih koncentracijah (0,9 µg/L 5-
FU, 6 µg/L CDDP, 120 µg/L CP in 100 µg/L IF) niso vplivali na nastnek poškodbe 
DNA pri celicah ZFL (Slika 27). 
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4.2.3 Vpliv kompleksne mešanice citostatikov na genomsko stabilnost celic ZFL 
 
 
Slika 28: Vpliv kompleksne mešanice štirih citostatikov (5-FU, CDDP, CP in IF) na genomsko 
stabilnost celic ZFL. 
Celice ZFL smo izpostavili kompleksni mešanici (MIX 1; svetlo sivi stolpci) štirih 
citostatikov pri koncentracijah, zaznanih v bolnišničnih odpadnih vodah (0,09 µg/L 5-
FU, 0,6 µg/L CDDP, 12 µg/L CP in 10 µg/L IF), in kompleksni mešanici (MIX 10; 
temno sivi stolpci) z 10-kratnimi koncentracijami citostatikov (0.9 µg/L 5-FU, 6 µg/L 
CDDP, 120 µg/L CP in 100 µg/L IF) ter čistim citostatikom pri ustreznih 
koncentracijah, kot so se nahajale v obeh kompleksnih mešanicah za 72 ur in nato 
izvedli test mikrojeder. BaP (10 μM) in ET (100 µg/L) smo uporabili kot pozitivno 
kontrolo (beli stolpci). Poskus smo ponovili v dveh neodvisnih ponovitvah in v vsakem 
poskusu prešteli 1000 dvojedrnih celic, pri katerih smo ovrednotili prisotnost 
mikrojeder (MN), nukleoplazmatski mostičkov (NPBs) ter jedrnih brstov (NBUDs). 
Razlike med celicami, izpostavljenimi IF, in kontrolno skupino smo analizirali s chi
2
 
testom.  * p < 0,05; *** p < 0,001 je statistično značilno povečanje števila celic z MNs 
v primerjavi s kontrolno skupino (beli stolpec). 
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Slika 29: Vpliv kompleksne mešanice štirih citostatikov (5-FU, CDDP, CP in IF) na jedrni delitveni 
indeks (NDI) celic ZFL. 
Celice ZFL smo izpostavili kompleksni mešanici (MIX 1; svetlo sivi stolpci) štirih 
citostatikov pri koncentracijah, zaznanih v bolnišničnih odpadnih vodah (0,09 µg/L 5-
FU, 0,6 µg/L CDDP, 12 µg/L CP in 10 µg/L IF), in kompleksni mešanici (MIX 10; 
temno sivi stolpci) z 10-kratnimi koncentracijami citostatikov (0,9 µg/L 5-FU, 6 µg/L 
CDDP, 120 µg/L CP in 100 µg/L IF) ter čistim citostatikom pri ustreznih 
koncentracijah, kot so se nahajale v obeh kompleksnih mešanicah za 72 ur in nato 
izvedli test mikrojeder z ustavitvijo citokineze. BaP (10 μM) in ET (100 µg/L) smo 
uporabili kot pozitivni kontroli (beli stolpci). Prešteli smo tudi 500 celic, pri katerih smo 
določili, ali imajo eno, dve ali več jeder, ter na podlagi števila jeder izračunali jedrni 
delitveni indeks (NDI). Razlike med celicami, izpostavljenim citostatikom, in kontrolno 




Rezultati so pokazali, da kompleksna mešanica štirih citostatikov (MIX 1) pri 
koncentracijah, ki so jih zaznali v bolnišničnih odpadnih vodah iz Onkološkega inštituta 
v Ljubljani, kot tudi nemešanica citostatikov pri 10-krat višjih koncentracijah (MIX 10), 
nista vplivali na genomsko stabilnost celic ZFL po 72 urah izpostavitve, saj nismo 
opazili povišanega nastanka mikrojeder, nukleoplazmatskih mostičkov kot tudi ne 
jedrnih brstov. Prav tako tudi posamezni citostatiki (0,09 µg/L 5-FU, 0.,6 µg/L CDDP, 
12 µg/L CP in 10 µg/L IF oziroma 0,9 µg/L 5-FU, 6 µg/L CDDP, 120 µg/L CP in 100 
µg/L IF) pri ustreznih nizkih koncentracijah niso vplivali na genomsko stabilnost celic 
ZFL (Slika 28). Kompleksne mešanice (MIX 1 in MIX 10) kot tudi ne posamezni 
citostatiki pri ustreznih koncentracijah niso vplivali na delitev celic, saj nismo zaznali 
znižanega jedrnega delitvenega indeksa (NDI) (Slika 29). 
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Rak postaja vse pogostejša bolezen sodobnega sveta (IARC, 2013). Zaradi vse bolj 
onesnaženega okolja zboleva za rakavimi obolenji vedno več ljudi, po drugi strani pa 
število obolelih za rakom iz leta v leto narašča zaradi zgodnjega odkrivanja teh bolezni 
ter staranja prebivalstva (Ribes in sod., 2008; Stewart in Wild, 2014). Posledično zaradi 
naraščanja števila rakavih bolnikov strmo narašča tudi poraba citostatikov, ki se 
uporabljajo pri zdravljenju rakavih obolenj (Department of health, 2004; Health Canada, 
2004; Summerhayes, 2003). Po zaužitju se citostatiki iz bolnikovega telesa preko urina 
in/ ali fecesa v nespremenjeni ali metabolizirani obliki izločijo in pridejo v odpadne 
vode. Kadar odpadne vode niso ustrezno prečiščene, pridejo citostatiki in njihovi 
metabolni produkti v okolje (Kümmerer in sod., 2000). Bolnišnične odpadne vode so 
tako še zmeraj glavni vir izpusta citostatikov v okolje (Yin et al., 2010) in lahko služijo 
kot začetna točka za nadzor usode citostatikov v okolju. Prisotnost citostatikov so 
zaznali tudi v bolnišničnih odpadnih vodah iz Onkološkega inštituta v Ljubljani, 
Slovenija (Kosjek in sod., 2013; Česen in sod., 2015; Vidmar in sod., 2015, Isidori in 
sod., 2016). V magistrski nalogi smo na in vitro modelu jetrnih celic rib cebric (Danio 
rerio; celice ZFL) raziskovali  citotoksično in genotoksično delovanje štirih 
najpogosteje uporabljenih citostatikov, 5-fluorouracila (5-FU), cisplatina (CDDP), 
ciklofosfamida (CP) in ifosfamida (IF) ter njihove kompleksne mešanice pri za okolje 
relevantnih koncentracijah. 
V prvem delu magistrske naloge smo na ribjih jetrnih celicah (ZFL) ugotavljali 
citotoksično in genotoksično delovanje posameznih citostatikov (5-FU, CDDP, CP in 
IF), ki smo ga v drugem delu nadgradili s proučevanjem delovanja kompleksne 
mešanice teh istih citostatikov na ZFL jetrne celice v okoljsko relevantnih 
koncentracijah. 
 
Najprej smo s testom MTS raziskali, kako proučevani citostatiki pri različnih 
koncentracijah (od 0,29 do 150 mg/L) vplivajo na živost in proliferacijo celic ZFL po 
24, 48 in 72 urah izpostavitve. Ugotovili smo, da je samo 5-FU na živost celic ZFL 
vplival v odvisnosti od koncentracije in časa izpostavitve, medtem ko je CDDP 
zmanjšal živost celic ZFL v odvisnosti od koncentracije. Naše ugotovitve o delovanju 5-
FU in CDDP se skladajo z rezultati raziskave, ki so jo opravili Gajski in sod. (2016a), 
kjer so poleg tega ugotovili, da 5-FU podobno kot pri celicah ZFL zmanjša živost v 
odvisnosti od časa in koncentracije tudi pri celicah HepG2 (celična linija humanega 
hepatoma) in izoliranih primarnih človeških limfocitih. V naši raziskavi značilnega 
vpliva CP na živost celic ZFL nismo zaznali, so pa v raziskavi Mater in sod. (2014) pri 
celični liniji HepG2 s testom MTS opazili rahlo, vendar statistično značilno  zmanjšanje 
živosti pri koncentraciji 10 μg/L.  
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V nadaljevanju smo raziskovali genotoksično delovanje posameznih citostatikov  na 
celice ZFL, tako da smo ugotavljali, ali citostatiki povzročajo verižne prelome DNA, 
kar smo ugotavljali s testom komet, oziroma, ali povzročajo genomsko nestabilnost 
celic, kar smo proučevali s  testom mikrojeder. Podvojevalni čas celic ZFL je približno 
72 ur (Gajski s sod, 2016), zato smo ta časovni interval izbrali kot izpostavitveni čas za 
ugotavljanje genotoksičnega delovanja citostatikov. 
 
S testom komet smo zaznali genotoksično delovanje vseh štirih citostatikov. 5-
fluorouracil je povzroči od koncentracije odvisen nastanek poškodb DNA. Najnižja 
koncentracija, pri kateri smo zaznali DNA poškodbe v naši raziskavi, je bila 10 µg/L, 
medtem ko so Kovács in sod. (2015) v svoji raziskavi in vivo kronične izpostavitve v 
jetrnih celicah rib cebric zaznali DNA poškodbe že celo pri koncentraciji 1 µg/L. Pri 
sladkovodnih školjkah Unio pictorum in Unio tumidus so v in vivo poskusih na  
hematocitah zaznali prelome DNA verig zaradi vpliva 5-FU (0,4 µM) (Gačić in sod., 
2014).  Potrebno je omeniti, da je najnižja testirana genotoksična koncentracija 5-FU v 
našem poskusu (10 µg/L) nižja od koncentracij, ki jih lahko ponekod zabeležimo v 
okolju (20-124 μg/L; Mahnik in sod., 2004, 2007), vendar pa še zmeraj mnogo višje od 
okoljskih koncentracij, ki so jih izmerili v Sloveniji (< 0,54 ng/L, Kosjek in sod., 2013).  
Po drugi strani pa so te izmerjene koncentracije še vedno mnogo nižje od PNEC, ki se 
uporabljajo pri oceni tveganja za okolje (Straub, 2010). 
 
Cisplatin je  povzročil nastanek prelomov DNA pri nekoliko višjih koncentracijah (100 
in 1000 μg/L). Naše ugotovite so v skladu z rezultati nedavne raziskave Gajski in sod. 
(2016a), kjer so opisali, da CDDP povzroča prelome DNA tudi pri celicah HepG2, 
medtem ko tega niso zaznali pri izoliranih primarnih loveških limfocitih. 
 
Ciklofosfamid je bil v testu komet najmanj genotoksičen izmed testiranih citostatikov. 
Povišanje DNA poškodb oziroma verižnih prelomov smo zabeležili pri najvišjih dveh 
testiranih koncentracijah (100 in 1000 μg/L), medtem ko je IF pri vseh koncentracijah 
povišal nastanek verižnih prelomov, ki se je statistično značilno razlikovalo od 
kontrolne skupine pri 10, 1000 in 10 000 μg/L, vendar ni bilo odvisno od koncentracije 
IF. 
 
Iz podatkov v literaturi je razvidno, da sta se CP in IF izkazala kot genotoksična le ob 
dodatku eksogene metabolne aktivacije (Westerink in sod., 2011; Česen in sod., 2016a)  
ali pa v metabolno aktivnih celicah, kar pomeni, da se morata metabolizirati, da 
postaneta genotoksična (Le Hegarat et al., 2010; Westerink et al., 2011). Glede na to, da 
smo zaznali povišano količino DNA verižnih prelomov, lahko sklepamo, da so ZFL 
metabolno aktivne celice in tako primeren model za proučevanje genotokisčnega 
delovanja tovrstnih snovi vključno s citostatiki. 
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Nobeden izmed proučevanih citostatikov pri testiranih koncentracijah ni vplival na 
genomsko stabilnost celic ZFL, saj nismo zaznali povišanega števila mikrojeder, 
nukleoplazmatskih mostičkov kot tudi ne jedrnih brstov v primerjavi s kontrolno 
skupino. Prav tako citostatiki z izjemo 5-FU pri testiranih koncentracijah niso značilno 
vplivali na delitev celic, kar je razvidno iz jedrnega deitvenega indeksa. 5-fluorouracil je 
pri koncentraciji 10 mg/L zmanjšal delitev celic, zaradi česar genotoksičnosti pri tej 
koncentraciji nismo vrednotili. V raziskavi Gajski in sod. (2016a) genotoksičnosti 5-FU 
pri ZFL celicah prav tako niso zaznali nastanka mikrojeder, so ga pa zabeležili pri 
celicah HepG2. Razlog je lahko ta, da so HepG2 rakave celice in so zato bolj dovzetne 
za genotoksične učinke 5-FU (Mohrenweiser in Jones, 1998; Dehn in sod. 2004) od 
normalnih imortaliziranih celic ZFL. V nekaterih študijah genotoksičnosti so se ribje 
celice ZFL izkazale kot bolj občutljive, in sicer po vsej verjetnosti zaradi nižje stopnje 
in zmogljivosti DNA popravljalnih mehanizmov v primerjavi s sesalskimi HepG2 
(Kienzler in sod., 2013).  
V raziskavi na ribah cebricah so že pri 10 ng/L 5-FU zaznali statistično značilno 
povišanje mikrojeder v rdečih krvnih celicah eritrocitih  po kronični (4 in 7 mesecev) in 
vivo izpostavitvi (Kovács in sod. 2015). 
 
Pri CDDP smo opazili le povišanje števila jedrnih brstov, ki pa se ni statistično značilno 
razlikovalo od kontrole. V in vitro študiji je CDDP pri celicah HepG2 in pri izoliranih 
perifernih človeških limfocitih povišal nastanek mikrojeder pri koncentraciji 1 mg/L 
oziroma 10 mg/L (Gajski in sod., 2016). 
 
Novak in sod. (2017) so opisali, da sta CP (pri 150 in 300 mg/L) in IF (300 mg/L) pri 
zelo visokih koncentracijah, ki niso značilne za vodno okolje povzročila povišan 
nastanek mikrojeder pri celicah ZFL. 
 
V drugem delu magistrske naloge smo na modelu celic ZFL proučevali citotoksično in 
genotoksično delovanje kompleksne mešanice proučevanih citostatikov primerjavi z 
delovanjem posameznih citostatikov pri enakih koncentracij, kot so se nahajali v 
mešanici.  
 
Kompleksna mešanica (MIX 1) okoljsko relevantnih koncentracij (0,09 µg/L 5-FU, 0,6 
µg/L CDDP, 12 µg/L CP in 10 µg/L IF) citostatikov po 72 urah izpostavitve ni imela 
vpliva na živost celic ZFL, prav tako ne posamezni citostatiki ustreznih koncentracij, 
kot so se nahajali v mešanici MIX 1. Pri 10-krat višjih koncentracijah (MIX 10) (0,9 
µg/L 5FU, 6 µg/L CDDP, 120 µg/L CP in 100 µg/L IF) pa smo opazili vpliv 
kompleksne mešanice na živost celic. Poleg tega smo zaznali tudi vpliv treh posameznih 
citostatikov (CDDP, CP in IF) na živost celic pri koncentracijah, ki so ustrezale 
koncentracijam, kot so se posamezni citostatiki nahajali v kompleksni mešanici (MIX 
10). 5-FU niti pri 0,9 µg/L ni deloval citotoksično. Koncentracija 5-FU (0,09 µg/L ) je 
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bila v mešanici najnižja in je bila za približno faktor 100 nižja od koncentracije  CP (12 
µg/L ) in IF (10 µg/L). 
 
Genotoksično delovanje kompleksne mešanice smo zaznali v obliki verižnih prelomov 
DNA že pri za okolje relevantnih koncentracijah citostatikov (0,09 µg/L 5FU, 0,6 µg/L 
CDDP, 12 µg/L CP in 10 µg/L IF). Posamezni citostatiki, razen IF (10 µg/L), niso 
povzročili pvišanega nastanka prelomov DNA, zato lahko sklepamo, da je v kompleksni 
mešanici prišlo do aditivnega in/ali sinergističnega delovanja med posameznimi 
citostatiki, kar je vodilo v povišan nastanek prelomov DNA oziroma genotoksičnega 
delovanja kompleksne mešanice. Pretekle raziskave so pokazale sinergistično delovanje 
med 5-FU in CDDP pri vrsti alge P. subcapitata (Brezovšek in sod., 2014), do katerega 
naj bi prišlo zaradi vpliva 5-FU na DNA popravljalne mehanizme, ki popravljajo DNA 
adukte in verižne povezave, nastale z delovanjem CDDP, kar posledično poveča 
toksičnost CDDP (Tanaka in sod., 2001; Esaki in sod., 1992).  Po drugi strani pa so 
opisali antagonistično delovanje mešanice 5-FU in CDDP pri vrsti Ceriodaphnia dubia 
(Kundi in sod., 2016). Antagonizem je bil zaznan tudi  pri binarni mešanici CDDP z ET 
pri P. subcapitata in cianobakteriji  P. leopolensis (Brezovšek in sod., 2014). V 
raziskavi Mater in sod. (2014) pa opisuje sinergističen genotoksičen učinek CP na 
HepG2 celice v mešanici s ciprofloksacinom in tamoksifenom. Interakcije med 
posameznimi citostatiki v različnih mešanicah so zelo nepredvidljive, saj iz preteklih 
raziskav lahko razberemo, da enake kombinacije citostikov lahko različno delujejo na 
različne modelne organizme (Brezovšek in sod., 2014, Kundi in sod., 2016). 
 
Povišanje skupnega genotoksičnega učinka smo zabeležili tudi pri kompleksni mešanici 
10-krat višjih koncentracij citostatikov, medtem ko posamezni citostatiki pri teh 
koncentracijah niso delovali genotoksično na celice ZFL. 
 
Kompleksni mešanici citostatikov (MIX 1 in MIX 10) nista vplivali na genomsko 
stabilnost celic ZFL, saj nista povišali števila  mikrojeder, nukleoplazmatskih mostičkov 
kot tudi ne jedrnih brstov v primerjavi s kontrolno skupino. Prav tako kompleksni 
mešanici nista vplivali na delitev celic. Ti rezultati so v skladu z rezultati prvega dela 
naloge, kjer smo pokazali, da mnogo višje koncentracije (≤ 10 mg/L) posamernih 
citostatikov niso vplivale na genomsko stabilnost celic ZFL. 
 
V magistrski nalogi smo ugotovili, da kompleksna mešanica izbranih citostatikov pri 
okoljskih koncentracijah deluje genotoksično na kulturo jetrnih celic rib cebric (celice 
ZFL), saj povzroča prelove DNA vijačnice. Posamezni citostatiki pri ustreznih 
koncentracijah, kot so se nahajli v kompleksni mešanici, niso delovali genotoksično. 
Celice rib cebric (Danio rerio) se kot celični model uporabljajo relativno kratko 
obdobje, pa tudi vpliv citostatikov v okolju je v znanstvenem raziskovalnem svetu 
relativno nova tematika, zato v literaturi ni veliko primerljivih podatkov. V literaturi 
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nismo zasledili, da bi s testom komet in testom mikrojeder proučevali vpliv mešanice 
izbranih štirih citostatikov (5-FU, CDDP, CP in IF) na celicah ZFL, tako da so naši 
rezultati prvi na tem področju. 
 
Rezultati naloge kažejo in potrjujejo, da na podlagi podatkov o genotoksičnem 
delovanju posameznih čistih citostatikov težko ocenimo tveganje za ljudi in okolje 
zaradi izpostavljenosti, saj lahko  kompleksne mešanice povzročijo učinke, ki se 
razlikujejo od tistih, ki jih povzročajo čisti citostatiki. Kot se je izkazalo v nalogi, so bili 
škodljivi učinki kompleksnih mešanic večji kot učinki posameznih citostatikov v 
ustreznih koncentracijah.  V kompleksnih mešanicah lahko pride do interakcij med 
posameznimi snovmi, ki so prisotne v mešanici. Takšne interakcije so lahko aditivnega, 
sinergističnega, antagonističnega ali celo potencirajočega značaja. Ravno zaradi teh 
interakcij je lahko ocena tveganja za ljudi in okolje, ki se jo ponavadi izdela na podlagi 
toksikoloških podatkov posameznih citostatikov, napačna in je lahko škodljiv vpliv 
citostatikov v kompleksnih mešanicah  na organizme podcenjen. Zaradi interakcij 
citostatikov v kompleksnih mešanicah niso pomembne samo njihove posamezne 
absolutne koncentracije, temveč tudi njihov doprinos k toksičnemu učinku. Kljub temu, 
da so ostanki citostatikov v površinskih vodah prisotni v zelo nizkih (< 10 ng/L), nekaj 
rangov nižjih koncentracijah od tistih, pri katerih zaznamo toksične učinke, pa se lahko 
na določenih »vročih točkah«, kot so neustrezno prečiščene odpadne vode, ali na mestih 
iztokov iz čistilnih naprav pojavijo cito-/genotokisčni učinki pri organizmih, ki v 
tovrstnih okoljih živijo (Ferk in sod., 2009). Zaradi predvidenega večanja porabe in 
posledično prisotnosti citostatikov se povečuje tudi tveganje za okolje. Zato naši 
rezultati kažejo in potrjujeo, da je zelo pomembno, da se citostatiki in njihovi metabolni 
ter transformacijski,produkti ustrezno odstranijo iz odpadnih vod, preden le-ti dosežejo 
vodno okolje. 
 
Za citostatike in njihove ostanke, ki pa kljub vsemu pristanejo v okolju, pa je 
pomembno, da imamo možnost z dovolj natančnimi analitskimi metodami zaznati 
njihovo prisotnost, identificirati prisotne stranske produkte citostatikov ter z različnimi 
(bio)testi ugotavljati njihov vpliv pri akutni in kronični izpostavitvi njihovim okoljskim 
mešanicam na različnih modelnih organizmih. Vse to z razlogom, da bi kar najbolje 
predvideli potencialne toksične učinke citostatikov, ki končajo v okolju, in da bi lahko 
primerno ukrepali. S tega vidika bodo tudi rezultati naše raziskave pripomogli k 
boljšemu razumevanju škodljivosti citostatikov in opozarjanju na problematiko 
njihovega pojavljanja v okolju. 
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Na podlagi z našo raziskavo pridobljenih rezultatov smo prišli do naslednjih sklepov: 
 
 5-fluorouracil in cisplatin sta v odvisnosti od koncentracije in časa izpostavitve 
vplivala na živost celic ZFL, medtem ko ciklofosfamid in ifosfamid nista 
statistično značilno vplivala na živost celic ZFL (≤ 150 mg/L). Rezultati 
potrjujejo, da citostatiki lahko delujejo citotoksično. 
 
 5-fluorouracil, cisplatin, ciklofosfamid in ifosfamid so genotoksični, saj so 
povzročili povišan nastanek DNA verižnih prelomov (≤ 10 mg/L).  
 
 Noben od proučevanih citostatikov pri proučevanih koncentracijah (≤ 1 mg/L za 
5-FU in CDDP ter ≤ 10 mg/L za CP in IF) ni vplival na genomsko stabilnost 
celic ZFL, saj nismo zaznali povišanega števila mikrojeder, nukleoplazemskih 
mostičkov oziroma jedrnih brstov v primerjavi s kontrolno skupino. 
 
 Posamezni citostatiki in njihova kompleksna mešanica pri nizkih, za okolje 
značilnih koncentracijah (0,09 µg/L 5-FU, 0,6 µg/L CDDP, 12 µg/L CP in 10 
µg/L IF), niso vplivali na živost celic ZFL po 72 urah izpostavitve, medtem ko 
je mešanica z 10-krat višjimi koncentracijami citostatikov statistično značilno 
zmanjšala živost celic ZFL pod enakimi pogoji izpostavitve. Ti rezultati kažejo, 
da se vpliv posameznih citostatikov na živost celic razlikuje od vpliva 
kompleksne mešanice. 
 
 Citostatiki pri nizkih za okolje značilnih koncentracijah in 10-krat višjih 
koncentracijah niso povzročili DNA verižnih prelomov, medtem ko je 
kompleksna mešanica povzročila od koncentracije odvisno povišanje verižnih 
prelomov DNA. Ti podatki potrjujejo, da se genotoksičen potencial čistih 
citostatikov razlikuje od genotoksičnega potenciala kompleksne mešanice 
citostatikov. 
 
 Citostatiki pri nizkih, za okolje značilnih koncentracijah, in 10-krat višjih 
koncentracijah kot tudi kompleksne mešanice citostatikov pri ustreznih 
koncentracijah niso vplivali na genomsko stabilnost celic ZFL. Ti podatki 
kažejo, da se vpliv posameznih citostatikov pri nizkih, za okolje značilnih 
koncentracijah, na kromosomske poškodbe celic ZFL ne razlikuje od vpliva 
kompleksne mešanice pri ustreznih nizkih koncentracijah. 
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 Potrdili smo delovni hipotezi, da pri višjih koncentracijah določeni proučevani 
citotstatiki delujejo citotoksično (5-FU in CDDP) in genotoksično (5-FU, CDDP 
in IF), pri nižjih, za okolje značilnih koncenracijah, pa ne. 
 
 Hipotezo, da mešanica proučevanih citostatikov pri nizkih, za okolje značilnih 
koncentracijah, ne bo vplivala na živost celic ZFL in ne bo povzročila poškodb 
DNA, pa smo ovrgli. 
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Zaradi nezdravega načina življenja vse bolj onesnaženega okolja in staranja prebivalstva 
je rak postal ena izmed najpogostejših bolezni sodobnega sveta. Z naraščanjem števila 
rakavih bolnikov strmo narašča tudi poraba citostatikov v kemoterapiji pri zdravljenju 
rakavih obolenj. Posledično se citostatiki in njihovi metabolni produkti preko urina in 
fecesa pacientov izločijo v odpadne vode ter na koncu ob neprimernem očiščenju 
odpadnih vod lahko dosežejo okolje. Večina čistilnih naprav ni prilagojena 
odstranjevanju zdravil, kot so citostatiki, ki s svojimi metabolnimi in transformacijskimi 
produkti tako preko neustrezno prečiščenih odpadnih vod dosežejo površinske vode. 
Kljub nizkim (µg/L ali ng/L) koncentracijam, v katerih se pojavljajo v okolju, so 
citostatiki citotoksični, genotoksični, mutageni in teratogeni za okoljske organizme. 
Poleg tega ne smemo zanemariti dejatva, da se citostatiki in njihovi stranski produkti v 
okolju pojavljajo v kompleksnih mešanicah kot tudi mešanicah z različnimi onesnažili, 
kar lahko dodatno poveča njihovo toksičnost in grožnjo izpostavljenim organizmom 
zaradi možnega aditivnega, sinergističnega, antagonističnega ali celo potencirajočega 
delovanja med posameznimi komponentami kompleksne mešanice. 
 
Cilj magistrskega dela je bil ugotoviti, ali proučevani citostatiki 5-fluorouracil (5-FU), 
cisplatin (CDDP), ciklofosfamid (CP) in ifosfamid (IF) delujejo citotoksično in 
genotoksično, kar smo raziskovali na in vitro modelu jetrnih celic rib cebric (Danio 
rerio; celice ZFL). Vpliv na živost celic smo proučevali s testom MTS, genotoksično 
delovanje pa smo raziskali s testom komet in testom mikrojeder. Celice ZFL smo 
izpostavili citostatikom (≤ 150 mg/L) za 24, 48 in 72 ur. Rezultati so pokazali, da 5-FU 
in CDDP v odvisnosti od časa in koncentracije znižata živost celic ZFL, medtem ko CP 
in IF pri koncentracijh ≤ 150 mg/L nista značilno vplivala na živosti celic ZFL niti po 
daljšem času izpostavitve (72 ur). Po 72 urah izpostavitve so citostatiki povzročili DNA 
verižne prelome, kar smo ugotavljali s testom komet. LOEC (iz ang.: low observed 
effect concentration) vrednosti za posamezne citostatike so bile 0,01 mg/L za 5-FU, 0,1 
mg/L za CDDP, 1 mg/L za CP in 0,01 mg/L za IF. Nadalje smo ugotavljali, ali 
citostatiki vplivajo na genomsko stabilnost celic ZFL, in rezultati so pokazali, da noben 
od proučevanih citostatikov (≤ 1 mg/L za 5-FU in CDDP ter ≤ 10 mg/L za CP in IF) ni 
povzročil povišanega nastanka mikrojeder, nukleoplazmatskih mostičkov in jedrnih 
brstov, kar pomeni, da ne vplivajo na genomsko stabilnost celic. 
 
V drugem delu magistrske naloge nas je zanimalo, ali kompleksna mešanica štirih 
citostatikov pri okoljskih koncentracijah (0,9 µg/L 5FU, 6 µg/L CDDP, 120 µg/L CP in 
100 µg/L IF) vpliva na živost celic in ali povzorča pškodbe dednega materiala. 
Omenjene štiri citostatike smo izbrali, ker se le-ti nahajajo v slovenskih odpadnih vodah 
iz Onkološkega inštituta v Ljubljani in se tako lahko pojavljajo hkrati v okolju in lahko 
delujejo na izpostavljene organizme v obliki kompleksne mešanice. Rezultati so 
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pokazali, da kompleksna mešanica pri nizkih, za okolje značilnih koncentracijah (MIX 
1), kot tudi posamezni citostatiki pri ustreznih koncentracijah, kot so se nahajali v 
kompleksni mešanici, niso delovali citotokisčno, medtem ko je kompleksna mešanica 
(MIX 10), ki je vsebovala 10-krat višje koncentracije citostatikov kot MIX 1, statistično 
značilno zmanjšala živost celic ZFL v primerjai s kontrolno skupino. 
 
Ugotovili smo, da je kompleksna mešanica povzročila od koncentracije odvisno 
povišanje poškodb DNA, medtem ko posamezni citostatiki pri ustrezno nizkih 
koncentracijah niso povzročili verižnih prelomov DNA. Čisti citostatiki pri nizkih za 
okolje značilnih koncentracijah kot tudi kompleksne mešanice niso vplivali na 
genomsko stabilnost celic ZFL, kar smo ugotavljali s testom mikrojeder. 
 
Rezultati nakazujejo, da kompleksne mešanice citostatikov lahko predstavljajo 
nevarnost za vodne organize pri okoljsko relevantnih koncentracijah, kot tudi potrjujejo 
dejstvo, da ne moremo negativnih učinkov kompleksnih mešanic predvideti na podlagi 
toksikoloških podatkov za posamezne čiste snovi, ki se v takšni mešanici nahajajo. 
 
Del rezulatov tega magistrskega dela je objavljen v članku: Novak M., Žegura B., 
Modic B., Heath E., Filipič M. 2017. Cytotoxcity and genotoxcity of anticancer drug 
residues and their mixtures in experimental model with zebrafish liver cells. Science of 
the Total Environment, 601-602, 293-300.   
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